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I. RÉSUMÉ ET MOTS CLÉS FRANÇAIS
La sécrétion d’hormone de croissance (GH) est contrôlée dans
l’hypophyse antérieure par deux peptides hypothalamiques: le facteur de
libération de l’hormone de croissance (GHRH) et la somatostatine. Elle est
initiée par la liaison du GHRH à son récepteur membranaire (GHRH-R), localisé
au niveau des cellules somatotropes. Ce récepteur a été cloné dans l’hypophyse
de plusieurs mammifères incluant l’humain, le rat, la souris, le porc, le boeuf et le
mouton, ainsi que dans des tumeurs hypophysaires humaines, Il fait partie de la
sous-famille B-III des récepteurs couplés aux protéines G. Trois formes du
GHRH-R ont été décrites dans l’hypophyse de rat: une forme de 423 acides
aminés (aa) qui constitue un récepteur fonctionnel et à haute affinité pour le
GHRH (récepteur natif), une isoforme de 464 aa identique à l’isoforme de 423
aa, mais possédant une insertion de 41 aa au niveau de la troisième boucle
intracytoplasmique et une dernière isoforme identique à celle de 464 aa mais
comportant une délétion des 5 derniers aa et une addition de 17 aa en C-
terminal.
Bien qu’il soit rapporté dans la littérature que la forme de 423 aa est la
plus abondante dans l’hypophyse de rat, le profil de structure-affinité global
connu équivaut à celui des trois formes du GHRH-R. Afin d’étudier le profil
d’affinité et la fonctionnalité individuel de la forme native de 423 aa du GHRH-R
de rat (rGHRH-R), des conditions d’expression ont été mises au point. Elles ont
consisté en l’expression par transfection stable de l’ADNc de ce récepteur dans
le plasmide Zem2l9b (promoteur inductible par le zinc), dans la lignée cellulaire
BHK 570. Les cellules transfectées ont également subi une carence en sérum
de 4 h avant leur prélèvement pour l’essai de liaison. Des niveaux d’expression
adéquats de la forme native de 423 aa ainsi qu’une fonctionnalité ont été
démontrés par essai de liaison, à l’aide du [125l-Tyr10JhGHRH(1-44)NH2 (Kcj, Bmax)
et du [NŒ5carboxyfluoresceinylDAla2, A1a8, A1a15, Ly522JhGHRH(1 -29)NH2
(cinétique et mécanisme d’internalisation). Une étude de structure-affinité avec
des analogues Ala- et D-monosubstitués du hGHRH(1-29)NH2 a permis
d’identifier le profil pharmacologique de la forme native de 423 aa du rGHRH-R.
Ainsi, les résidus Tyr1, Asp3, Phe6, Tyr10, Arg11, Lys12, Leu14, Leu17, Arg2° et Lys21
seraient impliqués dans la liaison du hGHRH(1-29)NH2 au récepteur natif alors
que les résidus Val13 et Ala19 seraient impliqués dans la liaison, en plus du
maintien d’une conformation optimale du hGHRH(1-29)NH2, assurant une liaison
à haute affinité au rGHRH-R natif. Par ailleurs, les conditions d’expression mises
au point pour la forme native du rGHRH-R ne se sont pas avérées optimales
pour l’expression des deux isoformes de ce récepteur. Les stratégies exploitées
pour l’optimisation de leur expression ont impliqué l’utilisation de concentrations
plus élevées de zinc (20 tM au lieu de 3.8 pM) pour la culture cellulaire,
augmentant le taux de transcription des isoformes et l’utilisation d’un homogénat,
au lieu d’une préparation membranaire, pour les essais de liaison.
Globalement, cette étude a permis un développement méthodologique
important concernant les conditions d’expression du rGHRH-R et de ses
III
isoformes. De plus, elle a permis de mieux comprendre la réponse de la cellule
somatotrope au GHRH. Des évidences indiquent que dans certaines situations
physiopathologiques tel le vieillissement ou certaines formes de cancers, les
isoformes du GHRH-R pourraient exercer un rôle plus important dans la réponse
au GHRH. Les études de structure-affinité à l’aide de la forme native du rGHRH
R et de ces isoformes contribueront à la mise au point d’agonistes et/ou
d’antagonistes sélectifs des différentes formes du GHRH-R en fonction de leur
contribution à ces situations physiopathologiques.
Mots clés : facteur de libération de l’hormone de croissance (GHRH), GHRH
récepteur, système d’expression, isoformes, essai de liaison, imagerie cellulaire,
étude de structure-affinité.
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IL RÉSUMÉ ET MOTS CLÉS ANGLAIS
Growth hormone secretion (GH) is controlled in the anterior pituitary by
two hypothalamic peptides : growth hormone-releasing hormone (GHRH) and
somatostatin. GH secretion is initiated by the binding of GHRH to his receptor
(GHRH-R), Iocalized on somatotroph celis. This receptor was cloned in the
pituitary of several mammals including human, rat, mouse, pig, beef and sheep,
as weII as in human pituitary tumors. It belongs to the G-protein-coupled
receptor B-III family. Three forms of the GHRH-R were described in rat pituitary:
a 423 amino acids (aa) form, being a functional receptor with high affinity for
GHRH (native form), a 464 aa isoform exhibiting the same aa sequence as the
423 aa form but possessing a 41 aa insertion in the third intracytoplasmic Ioop,
and a 480 aa isoform having the same aa sequence as the 464 aa form, with a
deletion of its 5 Iast aa and a C-terminal addition of 17 aa. Little information
exists on the role of these two isoforms under in physiological or pathological
conditions.
To study the affinity profile and functionality of the 423 aa native form of
the rat GHRH-R (rGHRH-R), expression conditions were developed. A stable
transfection of the rGHRH-R cDNA in the Zem2l 9b vector (inducible promoter by
zinc) in the BHK 570 celI une was used, with a serum deprivation of the
transfected cells, 4 hs collecting celis for the binding assay. Desired expression
levels and functionality of the 423 aa native form were demonstrated by binding
assay with the [1251-Tyr10]hGHRH(1-44)NH2 (Kd, Bmax) and the [NOE5
carboxyfluoresceinyl-D-A1a2, A1a8, A1a15, Lys22JhGHRH(1 -29)NH2 (kinetics and
mechanism of internalization). A structure-affinity study with hGHRH(1 -29)NH2
Vanalogues in which aa were substituted by Ala- or D-aa, allowed to identify the
pharmacological profile of the rGHRH-R native form. Thus, Tyr’, Asp3, Phe6,
Tyr’0, Arg”, Lys12, Leu14, Leu’7, Arg2° and Lys21 residues were shown to be
involved in hGHRH(1-29)NH2 binding to the native receptor, while Val’3 and Ala’9
residues were shown to be involved in binding and maintenance of hGHRH(1-
29)NH2 optimal conformation to allow high afflnity bïnding to the native rGHRH-R.
Expression conditions used for the native rGHRH-R form were not adequate for
an optimal expression of the two rGHRH-R isoforms. Optimization strategies of
the expression implied the use of higher concentrations of zinc (20 iM instead of
3.8 p.M) in cell culture, increasing the rate of isoforms transcription, as weII as the
use of homogenate, instead of membrane preparation, for the binding assay.
Altogether, this study allows an important methodological development
related to the expression conditions of rGHRH-R and its isoforms. Moreover, this
work has allowed a better understanding of the somatotroph response to GHRH.
Evidence indicate that in certain physiological conditions such as aging or
cancer, GHRH-R isoforms could play a more important role in GHRH response.
Structure-affinity studies on the rGHRH-R native form and possibly on its
isoforms will allow to design selective agonists or antagonists targetting one or
more GHRH-R forms according to their contribution to the physiopathological
conditions.
Keywords: growth hormone-releasing hormone (GHRH), GHRH-receptor,
expression system, isoforms, binding assay, ceil imagery, structure-affinity study.
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1. INTRODUCTION
21.1. Hormone de croïssance et facteur de libération de l’hormone de
croissance.
L’hormone de croissance (GH) est une protéine de 191 aa, sécrétée de
façon épisodique par les cellules somatotrophes de l’hypophyse antérieure. Par
son récepteur situé sur plusieurs tissus et organes cibles tels les os, les
cartilages, les muscles et les viscères, la GH stimule, de façon directe ou
indirecte par l’entremise du facteur insulinique de croissance de type I (IGF-1)
hépatique, la prolifération et la différenciation cellulaire, en plus d’être
responsable de la croissance staturale (Nilson et colI., 1994; Andreasen et coll.,
1996). La majorité de la concentration circulante d’IGF-l provient du foie
(DErcole et coll., 1984; D’Ercole et coll., 1986) et la GH, stimulant sa synthèse et
sa sécrétion (Schwander et coll., 1983) représente son plus puissant
sécrétagogue. La stimulation de la synthèse d’IGF-l, par la GH circulante, a
également été rapportée au niveau des adipocytes, des chondrocytes et des
cellules du tube collecteur où ce facteur de croissance exerce une action
autocrine (lsgaard et colI., 1988; Peter et colI., 1993). La GH stimule également
la synthèse protéique, donc l’augmentation de masse musculaire ainsi que la
lipolyse et la diminution de masse adipeuse (Andreasen et coIl., 1999; Cohick et
colI., 1993). Le contrôle de la sécrétion de la GH est assurée principalement par
deux hormones hypothalamiques: le facteur de libération de l’hormone de
croissance (GHRH) et la somatostatine (SRIF), synthétisées respectivement par
les neurones du noyau arqué et périventriculaire de l’hypothalamus (Rivier et
colI., 1982; Brazeau et colI., 1973). Par l’intermédiaire de leur récepteur respectif
3(Mayo, 1992; Yamada et cou., 1992), le GHRH stimule la synthèse et la sécrétion
de la GH alors que la SRIF les inhibent (Tannenbaum et colI., 1984; Barinaga et
colI., 1983; Saret et cdl., 1999). Des mécanismes de rétrocontrôles négatifs de
plusieurs peptides et hormones, incluant le GHRH, la somatostatine, la GH et
lIGE-1 (Kamegai et cou., 1998) assurent une régulation optimalede la sécrétion
de la GH (Figure 1).
4Fig. 1: Régulation de la sécrétion de l’hormone de croissance dans la cellule
somatotrope par le GHRH et la SRIF hypothalamique ainsi que les rétrocontrôles
négatifs par le GHRH, la GH et l’IGF-l.
IGF-I —
IGF-I
Synthèse et sécrétion
d’IGF-l
c=
GHRH
EE
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51.2. Récepteur du facteur de libération de l’hormone de croissance
1.2.1 Structure du récepteur du facteur de libération de l’hormone de
croissance
Le récepteur du facteur de libération de l’hormone de croissance (GHRH
R) est un récepteur membranaire appartenant à la sous-famille B-III des
récepteurs couplés aux protéines G (Kolakowski et coll., 1997). Il a été cloné
dans l’hypophyse antérieure chez l’humain (Mayo, 1992; Gaylinn et coll., 1993),
le rat (Mayo, 1992), la souris (Lin et coll., 1992), le porc (Hsuing et colI., 1993), le
boeuf et le mouton (Horikawa et cou., 2001). Cette sous-famille comprend
également les récepteurs du peptide intestinal vasoactif (VIP) (Ishihara et cou.,
1992), de la sécrétine (Ishihara et coll., 1991), du glucagon (Jelinek et colI.,
1993), du peptide glucagon-like de type I (GLP-1) (Thorens et coll., 1992), du
peptide inhibiteur gastrique (GIP) (Usdin et coll., 1993), du peptide hypophysaire
stimulateur de l’adénylate cyclase (PACAP) (Pisegna et colI., 1993) et du facteur
de libération de la corticotropine (CRE) (Chen et cou., 1993). Parmi ceux-ci, c’est
avec les récepteurs du VIP (40%) et de la sécrétine (35%) que le GHRH-R
partage l’identité de séquence la plus élevée (Mayo et coll., 1996). Les
récepteurs de rat et de souris du GHRH comportent 94% d’homologie entre eux,
alors qu’ils comportent 82% d’homologie avec le récepteur humain (Mayo et cou.,
1995). Quant au GHRH-R porcin, il comporte 86, 82 et 80% d’homologie avec
les récepteurs humain, de rat et de souris, respectivement (Hsiung et coll.,
1993).
6Le GHRH-R possède plusieurs caractéristiques conservées parmi les
récepteurs couplés aux protéines G, en plus de ses sept domaines
transmembranaires et de son domaine N-terminal extracellulaire et C-terminal
intracellulaire. Il possède au moins un site amino-terminal de N-glycosylation et
des sites potentiels de phosphorylation dans la troisième boucle cytoplasmique
et la partie C-terminale. Il renferme plusieurs résidus hautement conservés dans
les domaines transmembranaires (Mayo et colI., 1996), des résidus cystéines
dans les deuxième et troisième boucles extracellulaires qui formeraient des
ponts disulfures et une cystéine dans la partie C-terminale intracytoplasmique
pouvant être palmitoylée (Mayo et coll., 1996). Le long domaine N-terminal du
GHRH-R comporte plusieurs résidus conservés dont six cystéines, un acide
aspattique, un ttyptophane et une glycine aux positions correspondant aux
acides aminés 60, 65 et 100 (Segre et cou., 1993) (Fig. 1). Ce domaine
extracellulaire s’avère important pour la liaison du GHRH. En effet, la mutation
de l’acide aspartique en position 60 du GHRH-R par une glycine, chez la souris
littie résulte en une perte de capacité du récepteur à lier le GHRH et à activer
l’adénylate cyclase (Godfrey et coll., 1993; Lin et colI., 1993). Une étude de
récepteurs tronqués a permis de déterminer que ni le domaine extracellulaire N
terminal, ni le domaine C-terminal associé aux domaines transmembranaires
incluant les boucles extracellulaires associées, ne peut lier le GHRH en absence
de l’autre domaine (DeAlmeida et coll., 1998). L’analyse de chimères entre le
GHRH-R et le récepteur du VIP ou de la sécrétine a révélé que même si la partie
N-terminale représente un domaine critique pour la liaison du GHRH, elle peut
7Fig. 2: Structure du récepteur de rat du facteur de libération de l’hormone de
croissance.
:Site potentiel de N-glycosylation
:Site potentiel de palmitoylation
:AA conservés dans la sous-famille B-III
:Sites potentiels de phosphorylation
:Cystéines conservées
.
.
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8être substituée par celle d’un récepteur apparenté de la sous-famille B-III et
permettre la reconstitution d’un récepteur fonctionnel, suggérant que les
domaines transmembranaires du GHRH-R et les boucles extracellulaires
associées forment les déterminants clés de la spécificité de liaison du GHRH
(DeAlmeida et coll., 1998).
Dans l’hypophyse de rat, le GHRH-R est présent sous forme de transcrits
d’ARNm de 2 à 2.5 kb, donnant naissance à une protéine de 423 aa, et de 3.1 à
4 kb (Mayo, 1992; Lin et coll., 1993) dont la structure et le rôle ne sont pas
encore connus.
1.2.2 Isoformes du récepteur du facteur de libération de l’hormone de
croissance
Deux isoformes principales du GHRH-R ont été identifiées dans
l’hypophyse antérieure de rat. Une première isoforme, clonée par Mayo résulte
en une protéine de 464 as. Ce récepteur possède une insertion de 123 pb
équivalent à 41 sa au niveau de la troisième boucle intracytoplasmique, située
immédiatement avant le sixième domaine transmembranaire (Mayo, 1992). Ce
point d’insertion correspond à une jonction intron-exon, suggérant qu’un
processus d’épissage alternatif de l’ARN génèrerait I’isoforme longue du
récepteur. La forme courte, de 423 aa, est prédominante dans l’hypophyse.
Cette isofotme longue lie le GHRH avec une affinité plus faible que la forme
native de 423 as du GHRH-R. De plus, la stimulation de cette isoforme par le
9GHRH ne provoque aucune production d’AMPc contrairement à la forme courte
(Miller et colI., 1999).
Une deuxième isoforme, identifiée par RT-PCR dans l’hypophyse de rat, a
été décrite par l’équipe de Zeitler et coll. (1998). Ce dernier posséderait, comme
la forme longue, une insertion de 123 pb (41 aa) au niveau de la troisième boucle
intracytoplasmique ainsi qu’une délétion des 131 dernières pb (1278-1409), se
traduisant par une substitution des cinq derniers aa de l’extrémité C-terminale et
l’addition de 17 aa. Ce récepteur serait également généré par épissage alternatif
de l’ARNm. Une stimulation de cette isoforme par le GHRH provoque
l’accumulation d’AMPc intracellulaire (Zeitler et colI., 1998).
Trois isoformes, résultant de l’épissage alternatif de l’intron 11 ont été
identifiés à partir de tumeurs hypophysaires GH-sécrétantes et non sécrétantes
et d’hypophyses humaines normales (Tang et coll., 1995). Ces isoformes
présentent une taille partielle de 1.3, 1.7 et 1.8 kb. La forme de 1.3 kb est la plus
abondante et correspond au GHRH-R, alors que les deux autres variants
contiennent des insertions d’environ 400 et 500 pb, respectivement en position
1025 du transcrit d’ARNm du GHRH-R. Ces formes proviendraient d’un
processus d’épissage alternatif. Le variant de 1.7 kb donnerait donc une
protéine tronquée à partir de l’aa 325, alors que celui de 1.8 kb donnerait une
protéine tronquée à partir de l’acide aminé 338, mais dont les 12 derniers résidus
sont différents de la séquence native du GHRH-R (Tang et coll., 1995).
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Hashimoto et cou. (1995) ont identifié, par buvardage Northern, la
présence de trois transcrits d’ARNm du GHRH-R de 2.0, 2.8 et 4.5 kb, dans les
hypophyses humaines normales et tumorales. Le transcrit de 2 kb est le plus
abondant et correspond à la séquence attendue de 423 aa alors que ceux de 2.8
et 4.5 kb correspondent aux variants de 1.7 et 1.8 kb décrits ci-haut. La
séquence codante des transcrits de 2.8 et 4.5 kb contient un codon stop donnant
naissance à des récepteurs tronqués au niveau de la troisième boucle
intracytoplasmique. Dans les cellules Cos-7 transfectées avec le transcrit de 2.0
kb, le GHRH provoque une accumulation d’AMPc, mais non dans celles
transfectées avec le transcrit de 4.5 kb (Hashimoto et coll., 1995). De plus, la
co-transfection de ces deux transcrits mène à une production plus faible d’AMPc
par le GHRH, suggérant que la forme longue du GHRH-R agit comme dominant
négatif (Motomura et colI., 1998).
De plus, le clonage du GHRH-R à partir d’hypophyse de brebis a révélé
que la structure du GHRH-R correspond chez cette espèce au segment 1-407 aa
de la forme de 423 aa retrouvée chez les autres mammifères (Horikawa et coll.,
2001). Une mutation en position 408 de la séquence codante modifie le
tryptophane pour un codon stop (TGG—TGA) entraînant une délétion des 16 aa
en C-terminal. La forme de 423 aa n’a pas été retrouvée chez la brebis et le
mouton. Le séquençage de l’ADN génomique de la région contenant la mutation
chez la brebis, dans l’hypophyse de chèvre a montré que les deux espèces
présentent une mutation identique. La troncation du GHRH-R n’affecte pas les
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paramètres de liaison du GHRH, mais augmente la sensibilité du GHRH à
stimuler la production d’AMPc, suggérant que le domaine C-terminal contrôle
l’efficacité de signalisation de la voie adénylate cyclase. Cette troncation élimine
six sites potentiels de phosphorylation ce qui pourrait entraîner une inhibition de
la régulation à la baisse du récepteur via son internalisation ou son inefficacité à
se coupler à la protéine G (Horikawa et coll., 2001).
Dans l’hypophyse de porc, en plus du GHRH-R de 423 aa, une isoforme
identique à la forme native pour les 418 premiers aa, mais différent des aa 419 à
423 et comportant une addition de 28 aa en C-terminal, a été identifiée. Cette
protéine de 451 aa contient deux cystéines distinctes de la première isoforme
dans le domaine C-terminal intracellulaire. La liaison spécifique du GHRH à
cette isoforme est de plus faible affinité et entraîne une production d’AMPc
également plus faible. Cette isoforme serait générée par épissage alternatif du
même ARNm précurseur (Hsiung et cdl., 1993; Hassan et coN., 1995; Hassan
2001).
Trois isoformes du GHRH-R ont été décrites chez les familles souffrant de
nanisme. La première, identifiée chez des patients du Pakistan consiste en une
mutation non-sens de l’exon 3 qui change l’acide glutamique (GAG) en position
50 en un codon stop (TAG). Il en résulte une protéine tronquée à partir du
domaine N-terminal extracellulaire. Il est postulé que cette protéine serait non
fonctionnelle et/ou exportée à la membrane cytoplasmique des cellules
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somatotropes. Un faible retard de croissance est observé chez les porteur de la
forme hétérozygote (Baumann et col!., 1997; Maheshwari et cou., 1998). Une
seconde mutation, identifiée chez des patients du Brésil, se situe dans le site
donneur de l’épissage alternatif de l’intron 1 modifiant la guanine en une adénine
en position 1. Ceci résulte en la rétention de la région intronique 1 dans l’ARNm
mature. Une protéine tronquée au 2131eme nucléotide de l’exon 1 est ainsi
produite, dû au changement du cadre de lecture (Hayashida et cou., 2000). La
troisième mutation, identifiée chez des patients du Sri Lanka, consiste en la
modification de la guanine en position 72 en une thymine (codon stop). Ceci se
traduirait également en une protéine tronquée sans domaines
transmembranaires (Salvatori et col!., 1999). Pour les trois mutations décrites,
un phénotype de nanisme est observé chez les porteurs de la forme homozygote
(Baumann et cou., 1997; Maheshwari et cou., 1998; Hayashida et col!., 2000;
Salvatori et cou., 1999).
Une isoforme provenant de tumeurs hypophysaires humaines a
également été décrite comme étant un polymorphisme naturel puisque la
mutation est aussi retrouvée dans l’ADN génomique provenant du sang des
patients étudiés. Elle comporte une mutation ponctuelle dans le codon 57, GCG
—÷ ACG, produisant une substitution de I’alanine par une thréonine. Une
augmentation de 40 à 200 fois de la production d’AMPc et de 6.5 fois de la
production de GH a été observée dans des cellules hypophysaires cancéreuses
en culture, exprimant la protéine mutée, suite à une stimulation au GHRH. Le
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mécanisme conférant cette hypersensibilité est encore inconnu. Toutefois, il est
postulé que cet aa, situé dans le domaine N-terminal extracellulaire, soit
important pour la liaison du GHRH (Adams et coIl., 2000).
Rekasi et colI. (2000) ont décrit des isoformes du GHRH-R présentes
dans des tissus extrahypophysaires, isolés de cellules LNCap humaines de
cancer de la prostate. Ces isoformes ont été détectées par PCR, en utilisant des
amorces situés dans l’intron 3 et l’exon 8. Il en existe quatre : SV1 SV2, SV3 et
SV4. SV1 possède 99% d’identité avec le GHRH-R hypophysaire pour la région
nucléotidique 77 à 1383, correspondant aux exons 4 à 13. Les 334 premiers
nucléotides, équivalent à l’intron 3, sont complètement différents du GHRH-R
natif. Cette isofotme est générée par épissage alternatif qui utilise le site
donneur de l’exon 3 comme site accepteur de l’exon 4, conservant l’intron 3 mais
éliminant les 3 premiers exons. La séquence nucléotidique est de 720 pb alors
que la protéine est de 359 aa. La séquence intronique de 25 aa équivaut à un
domaine extracellulaire. Les auteurs rapportent une délétion des sites potentiels
de glycosylation ainsi que des 6 premières cystéines du domaine N-terminal
extracellulaire. Cette isoforme est retrouvée dans les cellules cancéreuses de
prostate, de poumon, du sein, d’ovaire et dans les cellules normales de foie, du
pancréas et de la prostate (Rekasi et colI., 2000). SV2 possède une séquence
de 566 pb, encodant une protéine de 145 aa. Ce récepteur, tronqué à partir de
la première boucle extracellulaire, résulte de la présence d’un codon stop
prématuré dans l’exon 8. Cette isoforme est également retrouvée dans tous les
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types cellulaires mentionnés ci-haut, sauf dans le tissu pancréatique normal.
SV3, une protéine de 151 aa, est encodée par une séquence nucléotidique de
390 pb. L’intron 3 est absent de cet isoforme, ce qui déplace le site d’initiation
de la transcription dans l’exon 6. Le cadre de lecture est complètement différent
de celui de SV1 et l’exon 7 est absent de l’ARNm. Cette isoforme a uniquement
été retrouvée dans les cellules humaines prostatiques normales. Enfin, SV4 est
une protéine de 68 aa encodée par un ARNm de 335 pb. Les exons 5, 6 et 7
sont absents de l’ARNm. Cette isoforme a exclusivement été retrouvée dans les
cellules d’adénomes hypophysaires humains (Rekasi et coll., 2000).
Enfin, une isoforme identifiée chez la souris littie consiste en une mutation
A —> T au niveau du second nucléotide du codon 60 remplaçant l’acide
aspartique par une glycine. Cet acide aspartique est normalement conservé
dans le GHRH-R de rat, de souris et d’humain ainsi que dans les autres
récepteurs couplés aux protéines G de la sous-famille B-III. Cette mutation
provoque une incapacité du GHRH à stimuler le GHRH-R et la production
d’AMPc (Godfrey et colI., 1993; Lin et coll., 1993). Chez la souris littie, une
diminution de dix fois le nombre de cellules somatotropes et de la production de
GH a été rapportée (Lin et colI., 1993).
1.2.3. Structure du gène du récepteur du facteur de libération de l’hormone
de croissance
Le gène du GHRH-R humain a été localisé sur le bras court du
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chromosome 7 (7pl4 (Gaylinn, von Kap-Herr et colt, 1994) ou 7pl5 (Wajnrajch
et cou., 1994)). Ce gène s’étend sur 15 kb et renferme 13 exons. La taille
moyenne des exons est de 100 pb (Petersenn et colI., 1998) alors que celle des
introns est de 126 à 4708 pb (Petersenn et colI., 2000). Un seul site d’initiation
de la transcription a été identifié dans le gène du GHRH-R humain. Il est situé à
40 pb en amont du site d’initiation de la traduction (Petersenn et colI., 1998).
Une région de 2.7 kb, en amont du site d’initiation de la transcription, a été
analysée par Petersenn et col!. (1998) ainsi que par Iguchi et colI. (1999) afin
d’étudier la structure et la régulation du gène du GHRH-R. Cette séquence
comprend trois sites importants pour la liaison du facteur de transcription Pit-1 ou
growth hormone factor 7 (GHF-1) spécifique à l’hypophyse en position —1009, -
799 et —127, de même qu’un site de liaison pour brain-2 (Brn-2) en position -700
(Petersenn et colI., 1998). Un quatrième site de liaison de Pit-1, situé entre les
positions —171 à —160 a été rapporté (Iguchi et colI., 1999). Des sites de liaison
des facteurs potentiateurs AP-1 et AP-4, des séquences consensus pour le
facteur nucléaire NE-1 ainsi que le upstream stimulatory factor (USE) ont
également été identifiés dans la région promotrice du GHRH-R humain
(Petersenn et col!., 1998). D’autres régions consensus correspondant à des
éléments inductibles du promoteur sont également présentes, tel que des sites
de liaison au facteur de transcription CREB en position —483, au facteur NF-KB
en position —429 ainsi qu’aux glucocorticoïdes entre les positions —1456 et —1181
(Petersenn et coll., 1998). La région entre -202 et -108 pb contient un élément
de réponse négatif à l’oestrogène (Petetsenn et colI., 1998). Aucun élément
16
potentiel requis pour l’initiation de la transcription, soit une boîte TATA, CCAAT
ou une séquence initiatrice n’a été identifié (Petersenn et cou., 1998). Le
promoteur du gène du GHRH-R appartiendrait donc à la même famille que le
promoteur du gène de l’enzyme déoxynucléotidyl transférase terminale, qui sont
pour la plupart régulés au cours du développement ou de la différenciation
cellulaire (Petersenn et colI., 1998).
Le gène du GHRH-R de rat est composé de 14 exons s’étendant sur 15
kb (Millet et colI., 1999). La taille moyenne des exons est de 100 pb alors que
celle des introns varie de 111 pb à plus de 2 kb. Trois sites importants d’initiation
de la transcription ont été identifié aux positions 286, 93 et 84 pb en amont du
site initiateur de la traduction alors qu’un site mineur a été observé en position
203 (Miller et colI., 1999). Nogami et coll. (2002) ont identifié un cinquième site
potentiel initiateur de la transcription à la position —105 du site d’initiation de la
traduction. La séquence codant pour le domaine extracellulaire N-terminal est
contenue dans les exons 1-4 alors que les exons 5-14 codent pour les domaines
transmembranaires, les boucles intra et extracellulaires et le domaine C-terminal.
Plusieurs sites potentiels de liaison à Pit-1 ont été identifiés dans la région
promotrice de 1.9 kb en amont du site initiateur de la traduction (Miller et coll.,
1999; Nogami et coll., 2002). Ceux-ci pourraient agit de façon synergique avec
des sites GATA(en positions—1538,-1145,-712,-632,-221,-16, +126 et +215),
transcription factor E26 transformation-specific-1 (Ets-1) (en position —1058) et
CCAAT/Enhancer-binding protein alpha (CIEBPŒ) (en positions —1508 et —880)
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(Miller et cou., 1999). De plus, il a été rapporté que les glucocorticoïdes CLam et
cou., 1996; Millet et colI., 1997; Korytko et colI., 1997) et les hormones
thyroïdiennes (Korytko et coll., 1997; Miki et cou., 1995) régulent de façon
positive les niveaux d’ARNm du GHRH-R hypophysaire chez le rat in vivo et in
vitro. Nogami et coll. (2002) ont d’ailleurs identifié deux éléments de réponse
fonctionnels aux glucocorticoïdes entre les positions —166 et —181, et les
positions —195 et —209 ainsi qu’un élément de réponse aux hormones
thyroïdiennes entre les positions —204 et —221. Un élément de réponse
fonctionnel à l’acide rétinoïque a été également identifié dans la région —1090 à
—1074 (Nogami et colI., 2002). De plus, tel que pour le GHRH-R humain,
l’oestrogène inhibe l’expression du GHRH-R de rat (Millet et colI., 1997). Enfin,
la régulation à la baisse de l’expression du GHRH-R par le GHRH (Aleppo et
coll., 1997) serait médiée dans l’hypophyse de rat par le facteur de transcription
CREB, dont les éléments de réponse sont situés dans la région promotrice du
gène du récepteur.
Chez la souris, le gène du GHRH-R a été localisé sur le chromosome 6 et
comprend 13 exons s’étendant sur plus de 10kb (Lin et colI., 1993).
1.2.4. Régulation de l’expression du récepteur du facteur de libération de
l’hormone de croissance
La régulation du GHRH-R est modulé par plusieurs hormones. D’abord,
les glucocorticoïdes augmentent l’expression des niveaux d’ARNm du GHRH-R
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dans l’hypophyse de rat, ainsi que le nombre de sites de liaison au GHRH (Lam
et colI., 1996; Miller et colI., 1997; Seifert et cou., 1985). Seifert et colI. (1985)
ont montré qu’une surrénalectomie chez le rat entraîne une diminution drastique
du nombre de sites de liaison du GHRH-R dans l’hypophyse, qui est renversée
suite à un traitement au dexaméthasone. De plus, Lam et colI. (1996) ont
rapporté une diminution du niveau d’ARNm du GHRH-R dans l’hypophyse de rat
suite à une surrénalectomie, lequel est normalisé suite à un traitement au
dexaméthasone (Lam et colI., 1996; Miller et coll., 1997). Une augmentation du
niveau d’ARNm du GHRH-R est également observée dans des cellules
d’hypophyse de rat, en culture, après traitement au dexaméthasone en absence
mais non en présence d’actinomycine D (Miller et coll., 1997). L’ensemble de
ces résultats indiquent que les glucocorticoïdes peuvent augmenter directement
la transcription du gène du GHRH-R.
Les hormones thyroïdiennes influencent également l’expression du gène
du GHRH-R. Miki et coll. (1995) ont rapporté une réduction importante du niveau
d’ARNm du GHRH-R dans l’hypophyse de rats thyroïdectomisés, avec un
renversement du phénomène suite à une thérapie de remplacement à la
thyroxine (14). Ce traitement affecte parallèlement le contenu hypophysaire en
GH, diminuant sa synthèse et sa sécrétion lors de la thyroïdectomie, sans
toutefois affecter la synthèse et la libération de GHRH hypothalamique (Miki et
coll., 1995). Après trois semaines d’hypothyroïdie suite à l’injection de bloqueurs
de la synthèse de T4, les niveaux de transcrits de 2.5 et 4 kb d’ARNm du GHRH
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R diminuent de 1.7 fois chez le rat (Tam et colI., 1996), la concentration des
sites de liaison à haute et basse affinité du GHRH-R diminuent de 4.6 et 15.2
fois, respectivement alors que la concentration des complexes immunoréactifs
du GHRH-R de 65 et 47 kDa diminuent également de 1.3 et 3.5 fois,
respectivement (Boulanger et colI., 1999). Des études in vitro ont également
confirmé le rôle des hormones thyroïdiennes dans l’expression du gène du
GHRH-R. Une augmentation du niveau d’expression de l’ARNm du GHRH-R par
la T3 a été observée dans des cellules MtT/S ainsi que les cellules en culture
d’hypophyse foetale de rat (Nogami et coll., 2000). Cette augmentation est
synergique lorsque les cellules MtT/S sont incubées simultanément avec de la T3
et du dexaméthasone (Nogami et colI., 2000). Les hormones thyroïdiennes
régulent ainsi l’expression du GHRH-R en agissant directement sur la
transcription du gène du GHRH-R et non en modulant la synthèse et la sécrétion
du GHRH.
De plus, l’expression du gène du GHRH-R est modulée par l’acide
rétinoïque. Une augmentation de l’expression de l’ARNm du GHRH-R dans des
cellules MtT/S en culture ainsi que dans des cellules d’hypophyse foetale de rat a
été mis en évidence suite à un traitement de 24 heures avec l’acide rétinoïque
et/ou la 9-cis-retinoic acid (9cRA) en synergie avec le dexaméthasone (Nogami
et cou., 2000). Cette augmentation de l’expression de l’ARNm du GHRH-R n’est
pas additive, c’est-à-dire qu’elle n’augmente pas proportionnellement aux
concentrations croissantes d’acide rétinoïque (Nogami et cou., 2000). Nogami et
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cou. (2000) ont également observé un effet synergique au niveau de l’expression
de l’ARNm du GHRH-R lorsque l’acide rétinoique ou la 9cRA est combinée à la
T4 et le dexaméthasone.
Ono et coll. (1995) ont démontré qu’il existe un dimorphisme sexuel
important de l’expression du gène du GHRH-R hypophysaire chez la rate ou les
niveaux d’ARNm du GHRH-R représentent 15% de ceux retrouvés chez le mâle
du même âge. Les femelles montrent également une capacité de sécrétion du
GHRH de 33% plus faible que celle des mâles. Cette diminution du niveau
d’expression du GHRH-R et de la capacité à libérer le GHRH affecte la
croissance, car les femelles croissent moins rapidement et atteignent un poids
corporel inférieur à celui des mâles à l’âge adulte (Ono et colI., 1995). Il a été
démontré que les oestrogènes inhibent l’expression du gène du GHRH-R (Lam et
colI., 1996), ce qui pourrait expliquer la différence de niveaux d’ARNm entre les
deux sexes. En effet, il a été rapporté qu’une ovariectomie, chez des rates de 4
semaines, induit une augmentation du niveau d’ARNm du GHRH-R qui est
diminué suite à un traitement avec le 17 f3-estradiol (Lam et coll., 1996).
Finalement, une augmentation des niveaux d’ARNm du GHRH-R est observée
au cours de la maturation sexuelle chez le rat mâle (Korytko et colI., 1996),
suggérant un rôle de la testostérone dans la régulation de l’expression des
niveaux de GHRH-R, soit au niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel.
En plus des hormones nucléaires, le GHRH module l’expression de son
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propre récepteur en plus de favoriser la synthèse et la sécrétion de GH
(Horikawa et colI., 1996; Iguchi et colI., 1999). Des études in vitro avec des
cellules hypophysaires de rats nouveaux nés et adultes ont démontré une
modulation de l’expression de l’ARNm du récepteur lorsque les rats sont traités
avec le GHRH (Lasko et colI., 2001). Une réduction significative des niveaux
d’ARNm du GHRH-R est observée après 4 heures de traitement, une
restauration du niveau basal après 24 heures et une augmentation après 72
heures. Cette stimulation est plus prononcée chez les rats nouveaux nés que
chez les rats adultes (Lasko et coll., 2001). Une immunisation passive de 14
jours contre le GHRH chez des rats de 1, 25 et 70 jours provoque une diminution
significative du niveau d’ARNm du GHRH-R hypophysaire (Lasko et colI., 2001).
Le GHRH agit également au niveau des sites à haute affinité du GHRH, où une
augmentation de 2 fois le nombre de sites à haute affinité est observée dans
l’hypophyse de rats de 2 mois, soumis a un traitement au GHRH de 14 jours
(0.5mglkg de poids corporel (PC) de hGHRH(1-29)NH2, 1 fois! jour) (Girard et
coll., 1999). Ils sont diminués de 2.4 fois lorsque la dose de GHRH est
augmentée à 1.0 mg/kg PC (Girard et colI., 1999). Ainsi, le GHRH régule de
façon négative ou positive la transcription du gène de son récepteur selon le
dosage utilisé.
La GHRH-R est également régulé au cours de différentes situations
physiopathologiques tel le développement et le vieillissement. D’abord, une
régulation du GHRH-R a été observée au cours du développement chez le rat.
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L’ARNm du récepteur est détectée dans l’hypophyse dès l’âge embryonnaire de
19.5 jours, puis diminue pour atteindre son niveau la plus bas à l’âge postnatal
de 12 jours (Korytko et colI., 1996). Ce niveau augmente à nouveau jusqu’à
l’âge de 30 jours pour diminuer graduellement, subséquemment (Korytko et colI.,
1996). L’augmentation de l’expression du gène du GHRH-R à 30 jours coïncide
avec le début de la maturation sexuelle (Korytko et colI., 1996).
Des études de buvardage Western et Northern ont permis de quantifier et
caractériser le GHRH-R dans l’hypophyse de rats mâles Sprague Dawley de 2,
8, 14 et 18 mois, soit au cours du vieillissement (Gaudreau et colI., 1999). Des
entités immunoréactives de 44, 47 et 65 kDa ont été détectées dans l’hypophyse
de tous les rats. Toutefois, une diminution significative des entités de 65 et 47
kDa a été observée chez les rats de 8, 14 et 18 mois, alors que la forme de 44
kDa ne diminue pas significativement (Gaudreau et coll., 1999). De plus, une
augmentation de 1.8 à 2.3 fois du transcrit d’ARNm de 4 kb du GHRH-R est
observée chez les rats de 8, 14 et 18 mois, parallèlement à une diminution de 30
¾ de la concentration du transcrit de 2.5 kb dans environ 50% des hypophyses
de rats de 8, 14 et 18 mois (Gaudreau et colI., 1999). Conséquemment, une
augmentation du ratio des transcrits de 4/2.5 kb de 1.5 à 1.7 fois est observée
chez les rats de 14 et 18 mois par rapport aux rats de 2 mois (Gaudreau et coil.,
1999). Ainsi, les altérations des paramètres de liaison des sites a haute et basse
affinité du GHRH-R, identifiées dans l’hypophyse de rat au cours du
vieillissement, pourraient refléter des changements de concentration de transcrits
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d’isoformes du GHRH-R. Des modifications des processus de régulation de leur
expression, ayant pour résultat une diminution de l’abondance de GHRH-R
fonctionnel pourraient donc être en partie responsables d’un fonctionnement non
optimal des cellules somatotropes chez le rat âgé (Gaudreau et coll., 1999).
1.2.5. Caractéristiques pharmacologiques et biochimiques du récepteur du
facteur de libération de l’hormone de croissance
1.2.5.1. Récepteur hypophysaïre du facteur de libération de l’hormone de
croissance
Les études de radioliaison ont constitué les premières techniques
permettant de caractériser le GHRH-R dans l’hypophyse de différents
mammifères. Des études de saturation dans des homogénats d’hypophyse
antérieure de rat de 2 mois à l’aide du ligand [1251-Tyr10]hGHRH(1-44)NH2 (125l
GHRH) ont mis en évidence la présence de deux sites de liaison du ligand au
récepteur: un site à haute affinité (Kd: 0.68 nM) et de basse capacité (Bmax 187
fmol/mg de protéine) et un deuxième site à basse affinité (Kd: 590 nM) mais de
haute capacité (Bmax 52 pmol/mg de protéine) (Abribat et coll., 1990). La liaison
du 125l-GHRH dans des homogénats d’hypophyse est dépendante de la
concentration de protéine (entre 15 et 170 ig) à température ambiante (23°C).
La cinétique d’association du 125l-GHRH atteint l’équilibre après 30 min.
d’incubation lequel est maintenu pendant 150 min. supplémentaires. De plus, la
liaison de 125l-GHRH au GHRH-R est réversible. L’addition de 2.4 tM de
rGHRH(1-29)NH2 dans le milieu réactionnel à l’équilibre produit une dissociation
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biphasique, laquelle est complètée après 120 min. Les constantes d’association
et de dissociation sont de 5.01 et de 8.13 nM1min1 respectivement (Abribat et
coll. 1990). Des peptides de la sous-famille Blil tel que le VIP, le peptide
histidine isoleucine (PHI) et la sécrétine n’affecte pas la liaison du 1251-GHRH à
des concentrations de 2.4 tM démontrant la spécificité du ligand pour son
récepteur.
Des études de saturation avec le 1251-GHRH faites dans des préparations
membranaires de cellules baby kidney hamster (BHK 570) transfectées de façon
stable avec le GHRH-R humain (hGHRH-R) hypophysaire ont permis de
déterminer les paramètres de liaison de ce radioligand (Kd: 0.20 nM; Bmax 1.9
pmol/mg de protéine) (données non publiées). La liaison du 1251-GHRH au
hGHRH-R atteint l’équilibre tel que décrit dans les homogénats d’hypophyse de
rat. De plus, la liaison du 1251-GHRH n’est pas inhibée par les peptides GLP-1,
glucagon, growth hormone-releasing peptide 2 et 6 (GHRP-6 et GHRP-2) et par
le GIP, démontrant la spécificité du ligand pour son récepteur (Andersen et coll.,
1998).
Dans le but d’optimiser l’affinité de liaison, la puissance biologique ainsi
que la stabilité métabolique du hGHRH(1-29)NH2 tant in vitro qu’in vivo, des
études pharmacologiques dans des homogénats d’hypophyse de rat ont été
réalisées (Gaudreau et coll., 1992). Ainsi, la délétion de Asn8, Gin24, Asp25, lie26,
Met27, Ser28 ou Arg29 du hGHRH(1-29)NH2 résulte en des analogues qui
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conservent une affinité de l’ordre du nanomolaire soit entre 7.2 et 45.2 nM (Ling
et colI., 1985; Gaudreau et colI., 1992). De ces analogues, seuls ceux
comportant une délétion de Met27 ou de Ser26 présentent des affinités similaires
à celle du hGHRH(1-29)NH2. De plus, l’analogue [desaminolyr1, D-Ala2,
A1a15]hGHRH(1-29)NH2, où la fonction Œ-aminée de Tyr1 est éliminée, où A1a2 est
modifié par son aa de conformation D et où Gly15 est substitué par Ala, possède
une affinité 7.7 fois plus grande que hGHRH(1-29)NH2 indiquant qu’une
modification en position I et 2 augmente son affinité (Gaudreau et coIl., 1992).
Inversement, des délétions uniques d’aa (Tyr1, Ser9, Lys12, Val13, G1y15, GIn16 ou
Lys21) ou multiples (Val13, Leu14; Val13, Leu14 et Gly15; Arg2° et Lys21; A1a19, Arg2°
et Lys21; GIn16, Leu17, Ser18, A1a19, Arg2° et Lys21) provoquent des diminutions
drastiques de l’affinité de liaison des analogues en comparaioson au hGHRH(1-
29)NH2 (Gaudreau et cou., 1992). Mentionnons également que le rGHRH(1-
29)NH2 possède une affinité de 1.7 à 7.8 fois supérieure au hGHRH(1-29)NH2
(Abribat et colI., 1990; Gaudreau et colI., 1992). Cette différence est également
présente pour des analogues du rGHRH(1-29)NH2 tel que le rGHRH(1-43)OH, le
rGHRH(1-27)NH2 et le rGHRH(1-23)NH2 car leur puissance de stimulation de la
sécrétion in vitro de GH est de 3.9, 6.1 et 9.7 fois plus élevée que celle du
hGHRH(1-44)NH2, du hGHRH(1-27)NH2 et du hGHRH(1-23)NH2, respectivement
(Gaudreau et colI., 1992).
Des études de structure-affinité ont également permis d’identifier les
pharmacophores de liaison hGHRH(1-29)NH2 dans l’hypophyse de rat. Celles-ci
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ont mis en évidence les aa cruciaux impliqués dans la liaison au récepteur ou
dans le maintien d’une conformation adéquate du ligand pour la liaison au
récepteur. Ainsi, les analogues comportant une substitution de Ala4, lie5, Phe6,
Thr7, Val13, Gin16, Leu17, A1a19, Arg2° et lie26 par leur aa de conformation D, ou
ceux comportant une substitution de Tyr1, Asp3, lie5, Phe6, Tyr10, Arg1, Lys12,
Leu14, Leu17, Arg2° et Lys21 par une aianine favorisent les diminutions d’affinité
les plus importantes (Lefrançois et ccii., 1994). De ces faits, les auteurs
concluent que les aa A1a4, Val13, Ala19 et lIe26 sont impliqués dans le maintien de
la conformation optimale du hGHRH(1-29)NH2, alors que les aa Tyr1, Asp3, Tyr10,
Arg11, Lys12, Leu14, Leu17, Arg2° et Lys21 sont importants pour la liaison au
récepteur. Les résidus lie5 et Phe6 seraient importants pour les deux paramètres
(Lefrançois et cou. 1994). De plus, les pharmacophores d’activation, provoquant
la plus forte accumulation d’AMPc intracellulaire, sont identiques aux
pharmacophores de liaison mentionnés (Lefrançois et ccli., 1994). Sato et ccli.
(1987) ont également établi une corrélation avec le potentiel des analogues à
induire la sécrétion de GH, par l’affinité relative calculée en considérant le ratio
de lIC50 du hGHRH(1-29)NH2 sur celui de l’analogue. Les pharmacophores où
Asn8 est substitué par son aa de conformation D ou pat une alanine, et où Leu22
est substitué par une alanine induisent une sécrétion de GH (171, 229 et 131%
respectivement) supérieure a celle engendrée par le hGHRH(1-29)NH2 (Sato et
cou., 1987). D’autres études ont montré que, par exemple, l’analogue [D
Aia2]hGHRH(1-29)NH2 permettait d’augmenter de 81% (Campbeli et ccii., 1991)
ou de 5046% (Coy et ccii., 1985; Rafferty et cou., 1988) la sécrétion de GH, par
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rapport au hGHRH(1-29)NH2.
Pour le GHRH-R humain exprimé dans les cellules BHK, des études de
saturation ont également permis d’identifier les résidus impliqués dans la liaison
au récepteur ou dans le maintien d’une conformation adéquate du ligand pour sa
liaison au récepteur. Ainsi, les pharmacophores impliqués dans la liaison du
ligand au récepteur sont Leu14 et Leu17, les pharmacophores impliqués dans la
conformation du ligand pour la liaison au récepteur sont Phe6, 1yr10, Val13 et
A1a19 alors que Arg2° est importante pour les deux paramètres (données non
publiées). Plusieurs analogues du hGHRH (hGHRH(1-29)NH2, hGHRH(1-
44)NH2, hGHRH(1-40)OH, hGHRH(1-37)OH) ainsi que le rGHRH(1-29)NH2
possèdent une haute affinité de liaison, avec des affinités de 0.2 à 0.8 nM
(Andersen et cou., 1998; données non publiées). De plus, l’activation de ce
récepteur stimule la voie adénylate cyclase et provoque l’accumulation d’AMPc
intracellulaire de façon agoniste dépendante, avec des EC50 de 0.2 à 1.0 nM
pour les ligands mentionnés ci-haut (Andersen et colI., 1998; données non
publiées).
En plus, des études de réticulation chimique ont permis de caractériser les
complexes ligand-GHRH-R. Les premières études faites dans l’hypophyse
antérieure bovine et de rat ont révélé la présence de complexes de 31 et 75 kDa,
respectivement, avec le [125IJhGHRH(1-40)OH (Veliçelebi et colI., 1986), de 26
kDa avec le [His, Nle27]hGHRH(1-32)NH2 dans l’hypophyse de rat (Zysk et colI.,
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1986) et de 2f et 42 kDa dans l’hypophyse de rat avec le [1251]hGHRH(1-44)NH2
(Guarcello et colI., 1991). D’autres études chez le rat ont permis la détection de
complexes spécifiques de 27, 47 et 65 kDa dans l’hypophyse antérieure de rat
avec le [125l-Tyr10JhGHRH(1-44)NH2 (Boulanger et coll., 1999). Chez l’humain,
les études de réticulation chimique avec ce même ligand, dans des préparations
membranaires de cellules BHK 570 transfectées avec le GHRH-R humain ont
révélées la présence de complexes de 35, 45 et 72 kDa (Boulanger et cou.,
1999). Une diminution plus grande du signal radioactif du complexe de 45 kDa s
été observée en présence de lpM du hGHRH(1-29)NH2, suggérant une affinité
plus grande du GHRH pour cette entité (Boulanger et colI., 1999). Par ailleurs,
Gaylinn, Lyons et colI. (1994) ont identifié par réticulation chimique à l’aide d’un
radioligand photoactivable par UV, le [1251, His1, N1e27](ANB-NOS)hGHRH(1-
32)NH2 (ANB-NOS: UV-activatab/e heterobifunctional cross-llnking reagent), un
complexe de 55 kDa dans des préparations membranaires de cellules HEK 293
transfectées avec le hGHRH-R. Finalement, le développement d’un analogue
photoréactif du hGHRH(1-32)NH2 a permis d’identifier des complexes radioactifs
de 55 et 57 kDa dans l’hypophyse de mouton et de boeuf, respectivement. La
taille moléculaire apparente de ces complexes radioactifs est réduite à 45 et 47
kDa après déglycosylation (Zysk et coll., 1996).
Une protéine de 50 ou de 54 kDa a été identifiée dans les hypophyses
humaines et de rat respectivement par immunodétection, à l’aide d’un anticorps
dirigé contre la portion C-terminale (aa 404-421) du GHRH-R (Fujinaka et colI.,
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1996). De plus, Boulanger et colI. (1999) ont identifié une entité de 45 kDa dans
les cellules BHK 570 transfectées avec le hGHRH-R, des entités de 44, 47 et 65
kDa dans l’hypophyses de rat et des entités de 52 et 55 kDa dans l’hypophyse
humaine à l’aide d’un anticorps dirigé contre la portion C-terminale (aa 392-404)
du GHRH-R.
1.2.5.2 Récepteur extrahypophysaire du facteur de libération de
l’hormone de croissance
Des études de saturation avec le ligand [1251-Tyr10JhGHRH(1-44)NH2 ont
mis en évidence la présence d’un site de liaison pour le GHRH-R dans la
médulla de rein de rat (Ku: 28 nM; Bmax: 30 fmol/mg de protéine) (Boulanger et
coll., 2002). La liaison spécifique du ‘25l-GHRH augmente de façon linéaire avec
la concentration de protéine. De plus, l’association du ‘251-GHRH au GHRH-R
est dépendante du temps à 4°C, atteignant l’équilibre après 15 min. et
demeurant stable durant 90 min. subséquemment. L’état d’équilibre ne peut être
atteint lorsque l’incubation est faite à 23°C, tel que dans le cas des homogénats
d’hypophyse. Notons que pour les homogénats d’hypophyse, l’équilibre est
atteint après 30 min. d’incubation à 4°C. Cette liaison du 1251-GHRH est
également réversible, avec une dissociation rapide du radiologand suite à
l’addition à l’équilibre de 1 iM de rGHRH(1-29)NH2 et est complète après 120
min. d’incubation supplémentaire. Une différence importante au niveau des
essais de liaison dans l’hypophyse et la médulla rénale est l’utilisation de
plusieurs inhibiteurs de protéases, où le taux de liaison spécifique est d’environ
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20% sans cette mesure (Boulanger et coll., 2002). La spécificité de liaison du
125l-GHRH au GHRH-R dans la médulla de rein a été démontrée avec le VIP et
le GHRP-6 respectivement, inhibant 56% et 25% de la liaison spécifique à une
concentration de 1 mM, mais n’ayant aucun effet significatif à concentrations plus
faibles (Boulanger et cdl., 2002).
L’affinité de liaison de plusieurs analogues et fragments du GHRH a été
évaluée afin de générer un profil de structure-affinité du site de liaison du GHRH
R rénal, pouvant être comparé à celui du récepteur hypophysaire. Par exemple,
des modifications en N-terminal du rGHRH(1-29)NH2 apparaissent comme étant
moins délétères pour l’affinité du ligand dans la médulla de rein que dans
l’hypophyse antérieure; l’affinité de l’analogue NŒ-Ac[D-Arg2,AIa15JrGHRH(1-
29)NH2 est plus grande dans la médulla rénale que dans l’hypophyse antérieure
t1C50 de 3 et 70 nM respectivement à 4°C), de même que pour rGHRH(3-29)NH2
(Boulanger et ccli., 2002). Des modifications au niveau de la structure primaire
centrale du ligand semblent également moins délétères dans la médulla de rein
que dans l’hypophyse; la substitution de Val13 par son stéréoisomère de forme D
entraîne une diminution d’affinité moins drastique dans la médulia (3.7 fois) que
dans l’hypophyse (absence d’affinité) (Boulanger et cdl., 2002). Enfin, même
des délétions en C-terminal tel que dans le hGHRH(1-21)NH2 induit une
diminution moins substantielle (5.3 fois) de l’affinité dans la médulla que dans
l’hypophyse (absence d’affinité) (Boulanger et ccli., 2002). Ainsi, les différences
de profil de structure-affinité suggèrent qu’il pourrait y avoir des différences
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structurales au niveau du site de liaison du GHRH entre les GHRH-R des deux
tissus, ou au niveau d’autres domaines du récepteur pouvant influencer la
conformation du site de liaison (Boulanger et coll., 2002).
Des études de réticulation chimique en présence du ligand [125I
Tyr10JhGHRH(1-44)NH2 ont permis de détecter des complexes protéiques de 38,
55 et 65 kDa dans la médulla rénale de rat, comparativement à ceux de 28, 47 et
65 kDa dans l’hypophyse antérieure (Boulanger et coll., 2002). Comme la
protéine de 47 kDa représente un récepteur fonctionnel de 423 aa dans
l’hypophyse, la protéine rénale de 55 kDa pourrait correspondre à une forme
glycosylée du récepteur, tel que rapporté dans l’hypophyse bovine et ovine
(Gaylinn et coll., 1994). La protéine de 65 kDa pourrait également être une
forme glycosylée ou une isoforme plus longue du récepteur. Quant à la protéine
de 38 kDa, elle pourrait résulter d’une protéolyse du complexe 1251-GHRH-R-
GHRH durant le processus de réticulation (Boulanger et coll., 2002). La taille
apparente du récepteur rénal, tel que révélée par immunobuvardage Western est
de 52 kDa (Fujinaka et colt., 1996).
Dans la rate et le thymus, des études de réticulation chimique avec 1251
GHRH ont permis de détecter des complexes protéiques de 27 et 42 kDa, tel que
dans l’hypophyse (Guarcello et colt., 1991). L’intensité de ces bandes est
diminuée lorsque la préparation est incubée en présence de rGHRH(1-29)NH2
(Guarcello et colt., 1991), démontrant leur spécificité pour te GHRH.
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1.2.6. Voies de signalisation du récepteur du facteur de libération de
l’hormone de croissance
La liaison du GHRH à son récepteur constitue l’étape première menant au
déclenchement d’une cascade de signalisation intracellulaire, à la synthèse et à
I’exocytose de la GH dans les cellules somatotropes. Le GHRH a été isolé à
partir de tumeurs pancréatiques prélevées chez des acromégalies (Sassolas et
colI., 1983; Thorner et coll., 1982) sous trois formes: le GHRH(1-40)OH, le
GHRH(1-37)OH et le GHRH(1-44)NH2 (Guillemin et coll., 1982; Rivier et coil.,
1982). Les deux formes les plus courtes sont identiques aux 40 et 37 premiers
sa du GHRH(1-44)NH2, respectivement (Guillemin et colI., 1982), alors que la
forme (1-44) est identique au GHRH hypothalamique et représente la forme
prédominante. Les fragments constitueraient des produits de dégradation
(BôhIen et coll., 1983; Ling et colI., 1984). La structure primaire du GHRH a
également été déterminée chez plusieurs autres mammifères incluant le porc
(Bohlen et coll., 1983), la chèvre (Brazeau et colI., 1984), le boeuf (Esch et colI.,
1983), le mouton (Brazeau et coll., 1984), le rat (Mayo et colI., 1985; Spiess et
coll., 1983) et la souris (Frohman et coll., 1989; Suhr et colI., 1989).
Dans la somatotrope, la voie de signalisation principale du GHRH-R est
AMPc-dépendante et implique l’activation d’une protéine G stimulatrice (G) et de
l’adénylate cyclase (Mayo et coll., 1992; Gaylinn et coll., 1993). L’augmentation
des niveaux d’AMPc intracellulaire, par l’adénylate cyclase, favorise l’activation
de la sous-unité catalytique de la protéine kinase A (PKA). Celle-ci induit la
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phosphorylation de la sérine 33 du facteur de transcription CREB (Grewal et
cou., 2000; Shaywitz et cou., 1999; Sheng et cou., 1991; Gonzalez et cou., 1989).
Ce facteur entraîne l’expression d’un autre facteur de transcription, Pit-1
spécifique à l’hypophyse (Kishimoto et cou., 2002; Xu et colu., 1998; McCormick
et coIl., 1990; Bodner et cou., 1988; Ingraham et cou., 1988), qui est responsable
de la transcription des gènes de la GH et du GHRH-R. Cet événement mène
ensuite à une augmentation de la concentration de GH (protéine) dans la
somatotrope, emmagasinée dans les vésicules de sécrétion, ainsi que du
GHRH-R (Sekkali et cou., 1999; Lin et cou., 1992; Salvatori et cou., 2002). En
effet, la stimulation par le GHRH active également, via l’AMPc, des canaux
sodiques insensibles à la tétrodotoxine ou des canaux cationiques non-sélectifs
conduisant à une dépolarization et à l’ouverture de canaux calciques (Kato et
cou., 1992; Chen et cou., 2000; Sartin et cou., 1996). Ceci résulte en une entrée
et une accumulation d’ions Ca2 dans la cellule, entraînant la sécrétion de la GH
contenu dans les granules de sécrétion (Glavaski-Joksimovic et cou., 2002;
Cuttier et cou., 1992; Lussier et cou., 1991).
Une seconde voie menant à la sécrétion de ua GH dans les cellules
somatotropes implique deux produits originant du phosphatidyuinositol 4,5-
biphosphate (PIP2): le 1 ,2-diacylglycérol (DAG) et le I ,4,5-inositol triphosphate
(1P3). Ces messagers sont générés par l’action de la phospholipase C. Le DAG
permet l’activation de la protéine kinase C (PKC) qui entraîne une augmentation
des niveaux d’AMPc intracellulaire. Cette augmentation favorise, comme dans le
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cas de l’adénylate cyclase, l’augmentation de l’influx calcique dans la cellule
(Gordeladze et cou., 1989; Cronin et cou., 1986; Cronin et cou., 1985; French et
cou., 1989; Ray et cou., 1988). L’1P3 favorise la mobilisation des réserves
intracellulaires de Ca2 (Biden et colI., 1984). Ces deux derniers événements
mènent à la sécrétion de la GH (Lussier et cou., 1991; Cuttler et cou., 1992). Des
études in vitro menées avec des analogues du diacylglycérol et des esters de
phorbol ont d’ailleurs démontré qu’une stimulation de la PKC entraîne la
sécrétion de GH dans des cellules d’hypophyse antérieure (JudU et colI., 1986;
Ohmura et coIl., 1985; Koch et coll., 1988).
Récemment, il a également été proposé que le GHRH active la voie des
mitogen-activated protein kinase (MAPK) et serait impliqué dans les activités de
prolifération cellulaire des cellules somatotropes (Pombo et coll., 2000; Zeitler et
coll., 2000; Lee et colI., 2001). En effet, une importante phosphorylation
d’intermédiaires de la voie MAPK a été mise en évidence suite à une stimulation
des somatotropes par le GHRH (Zeitler et coll., 2000). De plus, l’activation de la
voie MAPK est prévenue suite à une stimulation par un analogue de la
somatostatine ou un inhibiteur de la MEK1 (Zeitler et colI., 2000), ou lorsque la
protéine Gf3y est séquestrée par la transducine (Pombo et coll., 2000).
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1.2.7. Localisation tissulaire du récepteur du facteur de libération de
l’hormone de croissance
La somatotrope représente le seul type cellulaire hypophysaire où le
GHRH-R est exprimé (Mayo, 1992; Morel et cou., 1999). L’ARNm du récepteur a
été colocalisé avec l’ARNm du facteur de transcription Pit-1 (Mayo, 1992; Lin et
coll., 1992). Notons que la transcription du gène du GHRH-R est dépendante du
facteur de transcription Pit-1 (Lin et cou., 1992). Le transcrit de 2.5 kb décrit est
majeur dans l’hypophyse de rat de deux mois (—80%) alors que les transcrits de
3.1 à 4 kb du GHRH-R y sont présents en moins grande concentration (-20%)
(Mayo, 1992; Lin et cou., 1993). Des transcrits de 2, 2.8 et 4.5 kb ont été
identifiés dans les hypophyses normales et des adénomes hypophysaires
humains (Hashimoto et coll., 1995). La concentration des transcrits de plus haut
poids moléculaires est augmentée significativement dans ces adénomes
(Hashimoto et colI., 1995).
Peu de données existent sur le GHRH-R dans les tissus
extrahypophysaires. L’ARNm du GHRH-R a été détectée par RT-PCR dans le
cortex cérébral, le cervelet, l’hypothalamus, le tronc cérébral, la glande thyroïde,
le coeur, le poumon, le duodénum, l’intestin grêle, le colon, la rate, la glande
surrénale, le rein (médulla, cortex, bassinet), l’urètre, l’épididyme et les muscles
squelettiques (Matsubara et cou., 1995). II n’a pas été détecté dans l’estomac, le
foie, les testicules, les ovaires, le placenta et le tissus adipeux (Matsubara et
cou., 1995). Aucune étude d’immunodétection du GHRH-R n’a été rapportée
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dans ces tissus extrahypophysaires, sauf dans la médulla rénale (Fujinaka et
coll., 1996; Boisvert et colI., 2002). Ce tissu constitue le seul tissu
extrahypophysaire contenant une concentration d’ARNm permettant sa détection
sans amplification (Matsubara et colI., 1995; Boisvert et coll., 2002). C’est dans
les cellules de l’anse de Henlé que la concentration d’ARNm du GHRH-R,
détecté par RPA et hybridation in situ, est la plus élevée (Boisvert et coll., 2002).
Des transcrits d’ARNm du GHRH-R de 2.5 et 4kb y sont retrouvés tel que dans
l’hypophyse antérieure. Toutefois, les niveaux de transcrits y sont de 1.3 (4kb) et
2.3 (2.5 kb) fois plus faible (Boisvert et colI., 2002). La séquence partielle du
GHRH-R rénal révèle une homologie complète avec le GHRH-R hypophysaire
(Matsubara et colI., 1995).
Dans les noyaux périventriculaire, arqué et ventromédial de
l’hypothalamus ainsi que dans la région antérieure de l’hypothalamus, un produit
de PCR de 564 pb a été détecté chez le rat (Takahashi et coll., 1995). Ce produit
est de taille plus faible que celui identifié dans l’hypophyse antérieure chez la
même espèce. Il a également été retrouvé en faible concentration dans le cortex
cérébral, par hybridation in situ (Takahashi et coll., 1995). Enfin, l’ARNm
correspondant au GHRH-R de 423 aa a été détectée dans la région préoptique
du cerveau de rat (Obal et coll., 2001).
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i.28. Rôles du récepteur du facteur de libération de l’hormone de
croissance
Dans l’hypophyse antérieure, le GHRH-R est impliqué dans la synthèse et
la sécrétion de la GH (Kovacs et cou., 2002) ainsi que dans la prolifération des
cellules somatotropes par un mécanisme AMPc-dépendant. La mise en
évidence d’une hyperpiasie des cellules somatotropes chez des animaux
ttansgéniques surexprimant le GHRH (Mayo et cou., 1988) ainsi qu’une réduction
de la quantité de ce type cellulaire suite à la surexpression d’un mutant inactif de
CREB (Struthers et cou., 1991) ou chez les souris dwarf (Lin et coll., 1993; Lin et
coll., 1992) renforcent ce rôle. La mise en évidence de la stimulation de
l’expression du gène c-fos dans des cellules somatotropes de rat en culture
primaire, appuie également un tel rôle (Billestrup et coll., 1987). De plus, les
études démontrant l’activation de la voie MAPK (voie inductrice de la prolifération
cellulaire) par le GHRH, dans les cellules somatotropes de rat, appuient
également ce rôle du GHRH-R (Zeitler et cdl., 2000; Pombo et coll., 2000).
Finalement, le GHRH-R pourrait être impliqué dans la différenciation des cellules
somatotrophes au cours du développement embryonnaire chez les mammifères
(Dean et colI., 1999).
Dans les tissus extrahypophysaites, les tôles potentiels du GHRH-R et de
ses isoformes sont nombreux. Les isoformes décrits par Rekasi et coll. (2000)
médieraient les effets antiprolifératifs d’analogue du GHRH entre autre dans les
ostéosarcomes, les glioblastomes, les carcinomes du poumon, du rein, de la
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prostate, du pancréas, du colon, des ovaires et du sein chez l’humain. Le
GHRH-R exercerait un rôle somnogénique au niveau des régions préoptique et
olfactive de l’hypothalamus (Obal et colI., 2001; Zhang et colI., 1999; Obal et
colI., 1991) et sur l’appétit au niveau du noyau supraquiasmatique (Vaccarino et
colI., 1986). Il est rapporté qu’une administration intracérébroventriculaire de
GHRH augmente la prise de nourriture chez le rat (Vaccarino et coll., 1986) et
qu’une injection intrapréoptique de GHRH altère le sommeil chez la même
espèce (Zhang et colI., 1999). Le GHRH, par l’entremise de son récepteur
régule sa propre sécrétion au niveau du noyau arqué de l’hypothalamus
(Lumpking et cou., 1989). Il a également été rapporté que le GHRH-R médie une
stimulation directe de la synthèse et de la sécrétion de somatostatine par le
GHRH dans le noyau périventriculaire de l’hypothalamus (Aguila et coll., 1994;
West et coll., 1997; Aguila et coll., 1985).
Chez l’humain et le rat, l’ARNm du preproGHRH et le GHRH ainsi que
celui du GHRH-R sont présents au niveaux du testicule (Berry et colI., 1992;
Berry et colI., 1988; Ciampani et cou., 1992), où le GHRH agirait possiblement
comme facteur de régulation propre aux gonades (Fabbri et colI., 1995). Dans le
testicule de rat, le GHRH est retrouvé dans les cellules de Leydig (Ciampani et
colI., 1992) et les cellules germinales (Srivastava, Collard et coll., 1993). Le
GHRH permettrait de moduler la stéroïdogénèse stimulée par les
gonadotrophines dans les cellules de Leydig en culture et de stimuler la
production d’AMPc et l’expression du gène c-fos dans les cellules de Sertoli en
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culture (Ciampani et coll., 1992; Srivastava, Breyer et cou., 1993). Vu l’existence
d’une barrière hémato-testiculaire, le GHRH agirait comme facteur autocrine ou
paracrine (Prescovitz et coll., 1990).
Au niveau des cellules l’anse de Henlé de la médulla rénale, le GHRH-R
aurait probablement un râle dans le contrâle de l’oxygénation, le transport
d’électrolytes de façon directe et dans l’expression ou la régulation de la fonction
de protéines impliquées dans le processus de concentration de l’urine (Boisvert
et cou., 2002; Matsubara et coll., 1995). Le GHRH-R pourrait également médier,
comme dans les somatotropes, la prolifération et/ou la différenciation cellulaire
des cellules de l’anse de Henlé (Boisvert et coll., 2002).
De plus, le GHRH-R permettrait l’expression de gènes importants comme
celui du peptide-23/pancreatitis associated protein et de la pancreatic stone
protein/regeneratin protein au niveau du duodénum et du jéjunum de l’appareil
gastrointestinal ainsi qu’au niveau du pancréas (Chakraborty et colI., 1995), en
plus de favoriser la prolifération de la muqueuse gastroduodénale (Konturek et
colI., 1988).
Enfin, le GHRH-R pourrait médier plusieurs fonctions immunitaires au
niveau de la rate et du thymus. Un râle possible a été observé aussi dans la
prolifération leucocytaire et lymphocytaire au niveau de la rate et du thymus
(Guarcello et colI., 1991). Une incubation des leucocytes avec du GHRH résulte
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en une augmentation concentration-dépendante de l’incorporation de thymidine
et uridine tritiée et du niveau d’ARNm de la GH dans leur cytoplasme (Guarcello
etcoll., 1991).
1.3 Justification de l’étude
Chez plusieurs espèces, tel que le rat (Mayo, 1992 Zeitler et colI., 1998),
l’humain (Tang et colI., 1995; Hashimoto et coIl., 1995 ; Rekasi et colI., 2000), la
brebis (Horikawa et colI., 2001) et le porc (Hsiung et colI., 1993), des isoformes
du GHRH-R ont été décrites soit dans des cellules hypophysaires et/ou
extrahypophysaires normales et/ou tumorales. Chez le rat, le GHRH-R natif
comporte 423 aa et constitue un récepteur fonctionnel à haute affinité pour le
GHRH (Mayo, 1992; Zeitler et colI., 1998). Deux isoformes du GHRH-R ont été
décrites dans l’hypophyse de cette espèce: une isoforme de 464 aa identique au
récepteur de 423 aa, possédant une insertion de 41 aa au niveau de la troisième
boucle intracytoplasmique (Mayo, 1992; Miller et colI., 1999); une isoforme
identique à celle de 464 aa mais comportant une délétion des 5 derniers aa ainsi
qu’une addition de 16 aa en C-terminal (Zeitler et cou., 1998). Peu d’information
existe sur le rôle des deux isoformes en condition physiologique ou pathologique.
Les résultats actuels démontrent que les isoformes et le récepteur natif sont
présents à des concentrations différentes dans l’hypophyse (Mayo, 1992; Zeitler
et colI., 1998; Miller et colI., 1999) et possèdent des affinités et fonctionnalité
dissemblable. Ces paramètres pourraient donc contribuer à des états
physiopathologiques tel que le vieillissement et à la prolifération tumorales
41
hypophysaires ou extrahypophysaires. Les évidences suggérées au cours du
vieillissement chez le rat (Ceda et cou., 1986 Deslauriers et coiL, 1991
Sonntag et coll., 1980; Takahashi et cou., 1987) et l’humain (Finkelstein et cou.,
1972; Ho et coll., 1987; Lang et coll., 1987; Corpas et col!., 1993; Rudman et
cou., 1985), concernent une diminution de la sensibilité des cellules
somatotropes au GHRH et par conséquent, de la concentration circulante de GH.
Cette diminution est attribuable à des modifications des paramètres de liaison du
GHRH à son récepteur hypophysaire (Gaudreau et cou., 1999; Abribat et cou.,
1991; Lefrançois et cou., 1995). Par ailleurs, des résultats récents ont révélé la
présence de modifications des ratios d’isoformes au niveau de plusieurs
carcinomes humain (Rekasi et coll., 2000; Busto et colI., 2002; Plonowski et cou.,
2002). Par conséquent, une caractérisation individuelle des isoformes connues
du GHRH-R hypophysaire de rat s’avère nécessaire afin de déterminer leur profil
de structure-affinité, et à plus long terme leur profil de structure-activité et leur
contribution à un état physiopathologique qui affecterait le profil structure fonction
du GHRH-R natif.
Le premier objectif de l’étude a donc été de développer un système
d’expression pour le GHRH-R natif et chacune de ses isoformes (type cellulaire,
conditions de transfection, culture cellulaire). Les systèmes d’expression
développés serviront de modèles purs pour le test et la validation d’analogues du
GHRH pouvant remplit le rôle d’agoniste ou d’antagoniste pour l’une ou l’autre
des formes du rGHRH-R.
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Le deuxième objectif de l’étude a été d’établir le profil de structure-affinité
du récepteur natif avec des analogues Ala- et D-monosubstitués du hGHRH(1-
29)NH2 et d’identifier les pharmacophores de liaison du GHRH pour le rGHRH-R.
Des études de structure-affinité avec ces mêmes analogues ont été effectuées
dans des homogénats d’hypophyse de rats, exprimant les trois formes du
GHRH-R. Des comparaisons entre les deux profils pharmacologiques
permettront de déterminer la contribution de la forme native du GHRH-R dans les
cellules somatotropes au profil pharmacologique global. Cette étude permettra à
moyen terme d’identifier des agonistes et/ou antagonistes pouvant avoir un effet
ciblé sur des isoformes du GHRH-R, ce qui pourrait modifier la réponse optimale
au GHRH dans des tissus cibles.
2. MATÉRIEL ET MÉTHODES
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2.1 Matériels
Les enzymes de restriction BamHI, Hindili, EcoRI, Pst! et la 14 ADN
Iigase, les tampons de digestion React 2, 3 et de ligation utilisés avec PstI,
EcoRi et la 14 DNA Iigase respectivement, les bactéries Escherichia Col! (E. Cou)
DH5Œ, la lipofectamine ainsi que l’ampicilline, lagarose, le glycérol, le TRIzol, le
citrate de sodium et le fragment de Klenow de l’ADN polymérase de E.CoI!.
provenaient de la compagnie lnvitrogen Life Technologies (Burlington, ONT, CA).
Les enzymes de restriction XbaI et Scal, le ligand [1251-Tyr10JhGHRH(1-44)NH2
(2,000 Ci/mmol), le tampon One-Phor-AlI 2X utilisé pour la digestion EcoR!/Sca!,
le sulfate de Dextran, l’Œ-[32PJUTP, le [32PJdeoxy-CTP et la colonne de
chtomatographie G-50 ont été obtenus de la compagnie Amersham Biosciences
(Baie d’Urfé, QC, CA) alors que l’enzyme de restriction Msc! et son tampon de
digestion NEB#4 provenaient de la compagnie New England Biolabs
(Mississauga, ONT, CA). Le xylène cyanol, le diméthyl sulfoxide (DM50), l’acide
3-(N-morpholino)propanesulfonique (MOPS) et le polyvinylpyrolidone ont été
obtenus de ICN Biomedicals Inc. (Montréal, QC, CA). La trousse QiAfilter
Plasmid Maxi a été obtenu de QIAGEN Inc. (Mississauga, ONT, CA). Le bacto
tryptone, l’extrait bacto-levure et le bacto-agar provenaient de Difco (Kansas
City, MO, USA). Le NaCI et la paraformaldéhyde ont été obtenus de la
compagnie Anachemia Biosciences (Lachine, QC, CA). La trousse de
transcription MAXlscript, la trousse RPA Il, le vecteur p-TRI-GAPDH et la
formamide provenaient de la compagnie Ambion Inc. (Austin, TX, USA). Les
filtres GF/B Whatman, les lames de verre prénettoyées de type Superfrost/Plus
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(immunocytochimie) et la formaldéhyde ont été obtenus de la compagnie Fisher
Scientific Ltd (Nepean, ONT, CA). L’acétate de sodium provenait de JT Baker
(Montréal, QC, CA). Les films Biomax Ms-1 ont été obtenus de Eastman Kodak
Co. (Rochester, NY, USA). Les membranes de nylon Genescreen provenaient
de New England Nuclear Bioscience (Boston, MA, USA).
Le milieu de culture Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM) et OPTI
modified Eagle’s medium (OPTI-MEM), la pénicilline (10,000 U/ml)/streptomycine
(10,000 ig/ml), le sérum fétal bovin (FBS) et la généticine (G418) provenaient de
la compagnie Invitrogen Life Technologies. Le réactif de Bradford, le bleu de
bromophénol, I’acrylamide, l’urée et le SDS ont été obtenus de la compagnie
Bio-Rad Laboratories (Mississauga, ONT, CA). L’albumine sérique bovine
(BSA), l’acide éthylenediaminetétraacétique (EDTA), le dichlorure de magnésium
(MgCI2), le sucrose, le Triton X-100 et la fillipine III provenaient de Sigma-Aldrich
Canada Ltd (Oakville, ONT, CA). Le Tris(hydroxymethyl)-aminométhane
provenait de la compagnie Sigma-Aldrich Canada Ltd. Tous les analogues
synthétiques du GHRH(1-29)NH2 humain comportant une substitution D- ou Ala
ont été synthétisés, purifiés et caractérisés dans le laboratoire du Dr P. Gaudreau
(Lefrançois et cou., 1994). Leur pureté a été réanalysée par chromatographie
liquide à haute pression avant leur utilisation dans la présente étude et était
97%. L’anticorps anti-GHRH-R(392-404) a été utilisé (Boulanger et colI., 1999).
L’anticorps secondaire de chèvre anti IgG de lapin couplé au fluorochrome Texas
red provenait de la compagnie Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Le ligand
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fluorescent [NŒ5carboxyfluoresceinylDAla2, A1a8, Ala15, Lys22JhGHRH(1 -
29)NH2 (Fluo-GHRH) a été synthétisé dans le laboratoire du Dr P. Gaudreau
(Veyrat-Durebex et colI., 2003).
2.2 Systèmes d’expression
Les ADNc RPR18c et RPR2c ont été fournis par le Dr K. Mayo
(Department of biochemistry, molecular biology and celI biology, Northwestern
University, Evanston, IL) dans le plasmide d’expression pcDNA1 alors que les
ADNc GHRH-RŒ et GHRH-R13 ont été fournis par le Dr P. Zeitier (Department of
Pediatrics, University of Colorado, Denver, CO) dans le plasmide d’expression
pcDNA3.1. Les ADNc RPR2c et RPRI8c ont été excisés du vecteur pcDNA1
par digestion à l’aide des enzymes de restriction Hindi!! et XbaI (0.2UIpiIig
d’ADN de Hindi!!, 0.3U/pi/tg d’ADN de XbaI, 10% v/v React2 par rapport au
volume total, 1h, 37°C), isolés sur gel d’agarose 0.8% et purifiés à l’aide de la
trousse QlAfilter Plasmid Maxi. Le plasmide d’expression pcDNA3.1 linéaire,
nécessaire au clonage de RPRJ8c et RPR2c, a été obtenu à partir de la
construction pcDNA3. 1
-GHRH-R13, par digestion HindIII/Xba! (mêmes conditions
que la digestion précédente), séparation sur gel d’agarose 0.8% et purification à
l’aide de la trousse QlAfilter Plasmid Maxi. Ces enzymes ont été choisis pour
leur site de restriction unique dans le site de polyclonage de pcDNA3.1 et
pcDNA1. Les ADNc RPR2c et RPR18c ont été clonés dans le site HindIII/XbaI
de pcDNA3.1 (0.1UItlIig d’ADN de T4 ADN ligase, 20% v/v tampon de ligation
par rapport au volume total, l6hs, 16°C). Chaque construction a ensuite été
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transformée par choc thermique dans la souche bactérienne E Cou. DH5Œ et
sélectionnée sur un milieu Luria Bertani (LB) agar (10g de bacto-tryptone, 5g
d’extrait de bacto-levure, 10g NaCI, 15g bacto-agar, (pH 7.0 ajusté avec 5N
NaOH) complété à 1 L avec de l’eau picopure) contenant 100 tg/ml d’ampicilline
durant 12 h à 37°C. Les colonies sélectionnées ont ensuite été amplifiées dans
du milieu LB pendant 12 h à 37°C et l’ADN en a été purifié à l’aide de la trousse
QiAfilter Plasmid Maxi.
Le plasmide d’expression Zem2l9b fourni par le Dr D. C. Foster
(Zymogenetics inc., Washington, USA) a été isolé a l’aide des enzymes
BamHI/XbaI (0.2uIpiI.tg d’ADN de BamHI, 0.3uI.ilI.ig d’ADN de XbaI, 10% v/v de
React2 par rapport au volume total, 1 h, 37°C), séparé sur un gel d’agarose 0.8%
et purifié à l’aide de la trousse QiAfilter Plasmid Maxi. Pour le clonage des ADNc
RPR18c, RPR2c et GHRH-RJ3 dans Zem2l9b, ceux-ci ont été excisés de leur
construction respective dans pcDNA3.1 par les enzymes de restriction
BamHI/XbaI, séparés et purifiés de la manière décrite pour Zem2l 9b et clonés
séparément dans le site BamHI/XbaI de Zem2l9b (0.1u/il4tg d’ADN de T4 ADN
ligase, 20% v/v de tampon de ligation par rapport au volume total, 16h, 16°C).
L’identité structurale des constructions a été vérifiée par digestion
enzymatique ainsi que par analyse de séquence. Chaque construction dans
pcDNA3.1 a été digérée avec les enzymes de restriction EcoRi, Scal, MscI et
PstI (0.2u/il/ig d’ADN d’enzyme, 10% v/v React2 par rapport au volume total,
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1h, 37°C) alors que celles dans Zem2l9b l’on été avec les enzymes de
restriction EcoRi, Scal et Pstl, et révélé par électrophorèse sur gel d’agarose
1.2%. Les analyses de séquence ont été effectuées par le Service d’analyse et
de synthèse d’acides nucléiques de l’Université Lavai (Québec, QC, CA). Une
amorce en amont du site d’initiation de la transcription dans le promoteur
cytomégalovirus (CGC AAA TGG GCG GIA GGC GTG) ainsi qu’une amorce en
aval du codon STOP (TAG AAG GCA CAG TCG AGG) ont été utilisées (ACGT
Corp., Northbrook, IL, USA). Elles ont été choisies pour leur stabilité
d’appariement et leur site unique d’appariement dans la séquence nucléotidique
du plasmide d’expression pcDNA3.1. Chaque séquence d’isoforme obtenue a
été comparée avec sa séquence théorique retrouvée dans la base de données
GenBank du National Institue of Health (http://www.ncbi.nlm.nih.qov). Le code
d’accès de chaque isoforme était le suivant: AF122055 pour GHRH-Rf3 (Zeitler
et cou., 1998), L01407 pour GHRH-RŒ et RPR18c (Zeitler et cou., 1998; Mayo et
cou., 1992). La séquence de RPR2c n’est pas répertoriée sur GenBank (Mayo et
colI., 1992). Le programme Basic Local Alignment Search bol (BLAST) du
National Institue of Health a permis de comparer les séquences (séquences
analysées aux séquences théoriques) afin de vérifier leur homologie.
2.3 Conditions de transfections
Les cellules épithéliales humaines d’adénocarcinome du col de l’utérus
(HeLa) et des cellules rénales humaines (human embryonic kidney ceils; HEK
293) ont été obtenues de la compagnie American Type Culture Collection
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(Manassas, VA, USA). Les cellules Baby Kidney Hamster (BHK 570) sauvages
et transfectées de façon stable avec le hGHRH-R ont été obtenues du Dr P.H.
Andersen (Novo Nordisk, MâlØv, Denmark). Les transfections stables ont été
effectuées dans des plaques à 6 puits (puits de 38.5 cm2, Becton Dickinson
Labware, Franklin Lakes, N], USA) pour tous les types cellulaires décrits ci-haut,
de la façon suivante: les cellules à 80% de confluence ont été incubées 5 h en
présence de 10 tg de lipofectamine/ml de milieu OPTI-MEM et de 0.2 tg d’ADN
de pcDNA3. 1 -RPRI 8c, pcDNA3. I -RPR2c ou pcDNA3. 1 -GHRH-Rf3/1 5 cellules,
puis 24 h en présence de 1 ml de milieu enrichi de 20% FBS et 1%
pénicilline/streptomycine. Les cellules transfectées ont été sélectionnées en
présence 400 .ig/ml de généticine (G41 8) comme agent de sélection, durant 24 à
72 h dans un atmosphère maintenu à 37°C contenant 95% d’air et 5% de C02.
La transfection stable de Zem2l 9b-RPR1 8c ainsi que la co-transfection stable de
Zem2l9b-RPR18c et pAdVantage (pAdV®) ont été effectuées dans des plaques
à 6 puits pour les cellules BHK 570 de la façon suivante: les cellules à — 80% de
confluence ont été incubées 5 h en présence de 24 ig lipofectamine/ml milieu
OPTI MEM et de 0.5 tg d’ADN de Zem2l9b-RPR18cI1O5 cellules, puis 24 h en
présence de 1 ml de milieu enrichi de 20% FBS et 1% d’antibiotiques décrits ci
haut. Les cellules transfectées ont été sélectionnées en présence de 2 tM de
méthotrexate, comme agent de sélection, durant 24 à 72 h dans un atmosphère
maintenu à 37°C, contenant 95% d’air et 5% de C02.
La transfection transitoire dans les cellules BHK 570 à — 80% de
50
confluence a été faite en présence de 17 tg de lipofectamine/ml de milieu OPTI
MEM, 10 ig d ‘ADN pcDNA3. 1 -RPR1 8c11 06 cellules durant 40 h, dans des pétris
de 100cm2. Les cellules ont ensuite été utilisées immédiatement dans l’essai de
liaison avec le radioligand [125l-Tyr10]hGHRH(1 -44)NH2. La co-transfection
transitoire de pcDNA3.1-RPR18c avec pAdV® dans les cellules BHK 570 a été
effectuée dans des pétris de 100 cm2 en présence de CaCl2 (500 mM), et de 13
tg d’ADN de pcDNA3.1-RPR18c/106 cellules durant 40 h.
2.4 Préparations membranaires
Les préparations membranaires de cellules BHK 570 transfectées,
amenées à 80-100% de confluence dans des pétris de 150 cm2, ont été lavées
2 fois avec 5 ml de tampon 50 mM Tris-Acétate froid (4°C) (pH 7.4), contenant 5
mM MgCI2, 5 mM EDTA et 250 mM de sucrose. Les cellules ont été détachées
des pétris manuellement à l’aide d’un grattoir à cellules et resuspendues dans un
volume final de 15 ml de tampon. Les cellules ont été centrifugées (1000g, 3
min., 4°C, centrifugeuse Beckman) et soniquées sur glace de 1 à 4 fois (2 à 8
sec.) avec un arrêt de 30 sec. entre chaque sonication. Les membranes ont été
recueillies par centrifugation (45 000 g, 30 min., 4°C, ultracentrifugeuse
Beckman, rotor JA 25.50). Le culot a été resuspendu dans le même tampon
Tris-Acétate et soniqué à 4°C au besoin afin d’obtenir une suspension
homogène. La concentration protéique était de 2 à 10 mg de protéine/ml, tel que
déterminée par la méthode de Bradford (1976), utilisant la BSA comme standard.
Les préparations membranaires des cellules BHK 570 transfectées avec
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Zem2l 9b-hGHRH-R, pcDNA3. 1 -RPR1 8c, pcDNA3. 1 -RPR2c et pcDNA3. 1-
GHRH-R13 ont été congelées à -20°C. Celle des cellules BHK 570 transfectées
avec les isoformes Zem2l9b-RPR18c, Zem2l9b-RPR2c et Zem2l9b-GHRH-Rf3
ont été congelées à —80°C en présence de 10% de DMSO.
2.5 Essai de liaison
Chaque essai a été fait en utilisant 50 tl de préparation membranaire (25
tg de protéine), 35-50 pM de [1251-Tyr10JhGHRH(1-44)NH2 dans un volume total
de 300 tl de tampon 5OmM Iris-acétate (pH 7.4) contenant 5mM MgCI2, 5mM
EDTA et 0.42% BSA. La liaison non spécifique a été déterminée en présence de
1 ou 0.1 iM de rGHRH(1-29)NH2. L’incubation a été effectuée à 23°C durant 60
min. et arrêtée en transférant 225 pi de la solution dans des tubes eppendorf de
polyéthylène sur glace, suivi d’une centrifugation (12 000 g, 5 mm, 4°C). Pour
les études de saturation, neuf concentrations de [1271-Tyr10JhGHRH(1-44)NH2
(0.1 à l000nM) ont été utilisées. Pour les études de compétition, neuf
concentrations (0.1 à 1000 nM) de rGHRH(1-29)NH2, de hGHRH(1-29)NH2 ou
d’analogues Ala- ou D-monosubstitués du hGHRH(1-29)NH2 ont été utilisées.
2.6 Localisation immunocytochimique
Afin de s’assurer de la présence de GHRH-R dans les cellules
transfectées, les cellules BHK 570 sauvages et transfectées avec pcDNA3.1-
RPR18c ou Zem2l9b-hGHRH-R ont été amenées à 90% de confluence dans
des boîtes de culture de 75 cm2. Les cellules ont été détachées délicatement à
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l’aide d’un grattoir et resuspendues dans le milieu de culture. Les cellules ont
été centrifugées (1000g, 4 mm, 4°C), lavées trois fois dans du tampon 50 mM
Tris-Acétate froid (4°C) (pH 7.4), contenant 5 mM MgCI2, 5 mM EDTA et 50 mM
de sucrose et resuspendues à une concentration cellulaire de 1.0 x 106
cellules/ml. Les cellules ont ensuite été incubées dans le même tampon à 4°C
durant 40 min., cytocentrifugées sur des lames de verre (32 g, 2min, 23°C), à
l’aide d’une centrifugeuse Cytospin 3 (Shandon Inc., Pittsburg, PA, USA), fixées
dans un tampon 0.1 M phosphate-salin (PBS), contenant 4% de
paraformaldéhyde (PEA) (20 mm, 23°C), lavées deux fois dans du PBS (2 x 10
mm) et incubées 16h (4°C, sous atmosphère humide) avec 10 ig de l’anticorps
polyclonal purifié anti-GHRH-R(392-404) (Boulanger et colI., 1999), dans 100 tl
de PBS, contenant 1% BSA et 0.05% Triton X-100. Les cellules ont ensuite été
lavées dans le PBS (2 x 10 mm), incubées 1h, à température ambiante, avec un
anticorps secondaire anti IgG de lapin, lié à la fluorescéine (dilution 1:100 dans le
tampon PBS-BSA) et soumises à un lavage final dans le PBS (2 x 10 mm).
L’acquisition des images a été faite dans l’obscurité à l’aide du microscope Nikon
Éclipse TE600 (objectif 20X) (Nikon Canada Inc., Montréal, QC, CA), équipé
d’une caméra « coolsnap », d’une lampe au mercure à haute pression et de
filtres pour l’excitation/émission du fluorochrome Texas-Red (485/520 nm).
Toutes les manipulations impliquant le fluorochrome ont été faites dans
l’obscurité.
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2.7 Protection à la RNase
Pour chacun des trois types cellulaires BHK 570, HEK 293 et HeLa,
transfectés de façon stable avec pcDNA3.1-RPR18c, trois pétris de 150 cm2 à
80% de confluence étaient requis (0.8-1 mg d’ARN total/20X1 6 cellules/pétri).
L’ARN total a été isolé avec du TRizol, ajouté directement dans les pétris sur
glace (4 ml/pétri). La sonde antisens RPR64 marquée au 32P, correspondant à
l’extrémité 3’ de l’ADNc du GHRH-R (nucléotides 1044-1611), a été générée par
transcription in vitro du plasmide RPR64-pGEM3z linéarisé par l’enzyme BamHI,
utilisant la 17 ARN polymérase (trousse de transcription MAXlscript), en
présence d’Œ-[32PJUTP (800 Ci/mmol). Le niveau d’ARNm de GAPDH a été
déterminé dans chaque échantillon en utilisant une sonde dérivée des exons 5-8
de l’ADNc de rat de GAPDH (nucléotides 369-685). Cette sonde antisense a été
générée par transcription in vitro du plasmide p-TRI-GAPDH linéarisé avec
l’enzyme XbaI, utilisant la T7 RNA polymérase. L’activité spécifique de la sonde
[32PJRPR64, déterminée après précipitation à l’acide trichloroacétique sur des
filtres Whatman GFIB était de 732 X 106 cpm/1g d’ARN et le pourcentage
d’incorporation de Œ-[32PJUTP était de 68%. L’essai de RPA a été effectué selon
Boisvert et colI. (2002) à l’aide de la trousse RPA Il. Cinq i’g d’ARN total de tous
les types cellulaires transfectées avec pcDNA3.1-RPR18c ont été hybridés 16h à
50°C avec 4X1 6 cpm/ml de la sonde [32PJRPR64. Les niveaux d’ARNm du
GHRH-R ont été normalisés en ajoutant un standard externe (40 pg du fragment
Msc ide l’ADNc de RPR64, correspondant aux nucléotides 1044-1 203 de l’ADNc
de RPR64) aux échantillons d’ARN total avant hybridation. Une seconde étape
de normalisation a été effectuée avec GAPDH comme standard interne,
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permettant de maintenir le coefficient de variation intra-essai 10%. Les acides
nucléiques non liés ont été digérés à la RNase A (1 U/ml) et T (40 U/ml) à 37°C
durant 30 min. Les hybrides stables ont été séparés sur gel dénaturant de 5%
polyacrylamide-8 M urée de 1.5 mm. Les autoradiogrammes ont été générés à
-80°C sur film Biomax Ms-1 en utilisant un écran intensificateur. L’intensité des
bandes a été mesurée à l’aide du système IS1000 Digital imaging (Alpha
lnnotech Corp/Canberra Packard, Concord, ONT, CA).
2.8 Buvardage Northern
Pour les cellules BHK 570 transfectées de façon stable avec Zem2l9b-
hGHRH-R et Zem2l9b-RPR18c, trois pétris de 150 cm2 à 80% de confluence
étaient requis (0.8-lmg d’ARNm total/20X106 cellules/pétri). L’ARN total des
cellules a été isolé avec du TRizol, ajouté directement dans les pétris sur glace
(4 ml/pétri). L’hybridation a été faite tel que décrit précédemment (Girard et colI.,
1999). Des échantillons de 12 ig d’ARNm total ont été soumis à une
dénaturation à 65°C pendant 10 min. dans une solution 50% formamide/17.5%
formaldéhyde/15 mM MOPS et à une séparation par électrophorèse sur gel 1.2%
agarose/17.5% formaldéhyde, en utilisant un tampon 33 mM MOPS, pH 7.0,
contenant 5 mM d’acétate de sodium et 1 mM d’EDTA (pH 8.0). L’ARN a été
transféré du gel sur une membrane de nylon par capillarité et lié à celle-ci de
façon covalente par exposition aux UV et incubation à 80°C pendant 2h.
L’hybridation a été faite avec la sonde RPR64, marquée avec du [32PJdeoxy-CTP
(3000 Ci/mmol), à l’aide d’amorces hexamériques aléatoires et le fragment de
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Klenow de l’ADN polymérase de E. Cou. Elle a été purifiée par chromatographie
sut une colonne G-50. Les membranes ont été préhybridées dans la solution de
Robbins, préchauffées à 65°C durant 2 h (7% SDS, 0.25 M Na2HPO4 (pH 7.4),
lmM EDTA (pH 8.0), 10 gIL BSA). La sonde radioactive RPR64, préalablement
bouillie 4 min. (bain sec à 100°C) et refroidie sur la glace durant 2 min., a été
diluée dans la solution de Robbins (5-10X106 cpmlml) L’hybridation a été faite
durant 16 h à 65°C. Les membranes ont été par la suite lavées dans du tampon
2X standard saline citrate (SSC) (iX SSC: 150 mM NaCl, 15 mM sodium citrate,
pH 7.0)10.1% SDS à 23°C (2 fois, 10 min.); iX SSCIO.1% SDS, 65°C (1-2 fois,
10 min.); 0.5X SSCI0.1% SDS, 65°C (1-2 fois, 10 min.) Les autoradiogrammes
ont été générés sur film Bio Max MS-1 à -80°C en utilisant un écran
intensificateur. La sonde RPR64 hybridée à été éluée en incubant les
membranes 1 h dans une solution bouillante de 0.1% SDS (dans de l’eau
picopure) avec agitation sur plaque. Une normalisation des intensités des
transcrits d’ARNm du GHRH a été effectuée en utilisant une sonde d’ARN
ribosomal 28S de rat comme standard interne, permettant de maintenir le
coefficient de variation intra-essai 10%. La quantification de chaque bande
d’ARNm a été effectuée à l’aide du système IS1000 Digital Imaging. La
spécificité de l’hybridation de la sonde [32PJRPR64 a été évaluée en utilisant 12
tg d’ARN total de foie comme témoin négatif.
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28 Études d’internalisation avec le ligand [N’-5carboxyfIuoresceinyl-D-
Ala2, A1a8, Ala15, Lys22]hGHRH(1-29)NH2.
Toutes les étapes du protocole ont été réalisées à 4°C afin de prévenir
l’internalisation du récepteur du GHRH-R (Sarret et colI., 1999), sauf pour les
incubations à 37°C. La préparation des cellules BHK 570 sauvages et
transfectées avec Zem2l9b-hGHRH-R ou avec Zem2l9b-RPR18c a été
effectuée tel que décrite à la section localisation immunocytochimique. Les
cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-RPR18c ont été carencées en
sérum 4 h avant leur prélèvement. Les cellules ont été centrifugées (800g, 5
min.), lavées 3 fois dans du tampon 50 mM Tris-acétate froid (4°C) (pH 7.4)
contenant 5mM MgCI2, 5mM EDTA et 50 mM de sucrose (tampon Tris-acétate
sucrose) et resuspendues dans ce tampon afin d’obtenir une concentration
cellulaire de 0.5-0.8 x 106 cellules/ml. La fillipine III, un inhibiteur de
l’internalisation par les cavéoles, a été solubilisée dans 100% DMSO et dilué
dans le tampon Tris-acétate pour avoir une concentration finale de 0.1% DMSO
à 16 nM de fillipine. Le volume d’incubation final avec le ligand Fluo-GHRH était
de 200 pi/tube d’essai dans toutes les expériences. Les cellules BHK 570
transfectées avec Zem2l9b-hGHRH-R ont été incubées à 4°C pendant 40 min.
en présence de mM Fluo-GHRH alors que les cellules BHK 570 transfectées
avec Zem2l9b-RPR18c ont été incubées avec 10 nM du ligand Fluo-GHRH.
Après centrifugation (4000g, 5 min., 4°C), les cellules ont été lavées une fois
dans le tampon Tris-acétate-sucrose, resuspendues dans celui-ci et
cytocentrifugées pour visualisation immédiate, ou incubées à 37°C durant 30, 60,
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90 ou 120 min., afin de permettre l’internalisation du Fluo-GHRH. Les effets de
16 nM de fillipine III (Okamoto et al., 2000; Lobie et al., 1999) sur l’internalisation
du Fluo-GHRH à 37°C ont été étudiés en préincubant les cellules BHK 570
transfectées avec Zem2l9b-RPR18c 10 min. avec l’inhibiteur (volume total de
190 pi/tube à essai) préalablement à l’addition de Fluo-GHRH. Les incubations
subséquentes à 4°C (40 min.) et 37°C (60 min.) avec le Fluo-GHRH ont été
faites en présence de l’inhibiteur. Des expériences d’internalisation ont
également été menées en présence de 450 mM de sucrose, inhibiteur de
l’endocytose par la voie des clathrines (Heuser et al., 1989; Oksche et al., 2000),
utilisant le temps d’incubation décrit pour la fillipine III. La liaison spécifique a été
déterminée en présence de 1 iM de rGHRH(1-29)NH2. Les réactions
d’internalisation ont été arrêtées en plaçant les cellules à 4°C et par
cytocentrifugation. Les lamelles ont subséquemment été conservées sur la
glace, pour observation immédiate par microscopie à fluorescence. Toutes les
étapes impliquant le Fluo-GHRH ont été faites dans l’obscurité.
2.10 Analyse des données et statistiques
Le programme Ligand a été utilisé pour analyser les courbes de
compétition et de saturation (Munson et colI., 1980). La stratégie utilisée pour
estimer les paramètres de liaison (Kd, constante de dissociation à l’équilibre
apparente; Bmax, capacité maximale de liaison; 1C50, concentration des analogues
de hGHRH(1-29)NH2 inhibant 50% de la liaison spécifique du radioligand {1251.
Tyr10JhGHRH(1-44)NH2) a été décrite précédemment (Abribat et colI., 1990).
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Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne ± SE. La signification
des différences entre les données a été évaluée à l’aide du test de t de Student à
deux voies non pairé et a été établie à p<0.05.
En ce qui concerne l’imagerie cellulaire, les acquisitions d’images en
fluorescence ont été effectuées à partir de 50-60 cellules représentatives (en
duplicata) à partir de trois expériences indépendantes pour chaque condition. Le
traitement des données a été effectué à l’aide du logiciel MetaMorph 4.6
(Universal Imaging Corporation, Canberra Packard Canada, LTD, Mississauga,
ONT, CA). Six intensités correspondant à une échelle de six codes de couleur
ont été utilisées pour analyser les signaux en fluorescence (bruit de fond=0 (O-43
pixels), très faible=1 (44-85 pixels), faible=2 (86-128 pixels), modérée=3 (129-
170 pixels), élevée=4 (171-213 pixels) et très élevée=5 (214-255 pixels)). La
fluorescence totale, pour chaque image, a été exprimée en unités arbitraires et
définie selon Z (% cellules X niveau d’intensité du code de fluorescence (0, 1, 2,
3, 4 or 5)). Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne ± SEM. Les
effets du temps et des conditions d’incubation sur l’intensité de fluorescence et
sa distribution ont été analysés par ANOVA suivi du test de Dunnett. Les effets
des inhibiteurs ont été évalués à l’aide du test de t de Student. La significativité
statistique a été établie à p<0.05.
3. RÉSULTATS
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4.1. Système d’expression
Le plasmide d’expression pcDNA3.1 a d’abord été sélectionné puisqu’il
contient un promoteur CMV permettant un haut niveau d’expression dans les
cellules de mammifère, telles que les cellules BHK utilisées, un gène de
résistance à la généticine pour la sélection des transfectants, un gène de
résistance à l’ampicilline pour la sélection des transformants, une origine de
réplication C0IE1 nécessaire lots de la transcription du plasmide chez
Escherichia cou et une origine de réplication SV4O, utilisée pour la réplication du
plasmide dans les cellules de mammifères. Ainsi, les constructions pcDNA3.1-
RPR18c, pcDNA3.1-RPR2c et pcDNA3.1-GHRH-Rf3 ont été caractérisées par
analyse de restriction. Tel que présenté à la Fig. 3, les bandes obtenues suite
aux digestions enzymatiques des constructions sont celles attendues. Les
bandes à considérer sut le gel sont celles qui renferment la séquence formant la
troisième boucle intracytoplasmique du GHRH-R où se situe l’insertion de 123 pb
(présente dans pcDNA3.1-RPR2c seulement), entre les standards de poids
moléculaires de 2 kb et 500 pb. Cette insertion permet de différencier les ADNc.
Mentionnons entre autre les troisièmes bandes à partir du haut du gel des
digestions MscI (1089 et 966 pb) et Pst! (1041 et 918 pb) ainsi que les
deuxièmes bandes de la digestion EcoRi (901 et 778 pb) pour les plasmides
pcDNA3.1-RPR2c et pcDNA3.1-RPR18c, respectivement, toutes distantes de
123 pb. PcDNA3.1-RPR2c possède donc l’insertion de 123 pb. De plus, les
digestions MscI (1089 et 966 pb) et EcoRi (901 et 778 pb) (troisième bande à
partir du haut du gel) présentent également une différence de 123 pb pour les
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Fig. 3: Analyse de restriction des constructions pcDNA3.1-RPR18c (18c),
pcDNA3.1-RPR2c (2c), pcDNA3.1-GHRH-RŒ (cL) et pcDNA3.1-GHRH-Rf3 (f3).
ÉcoRlIScal Msc! Pst! EcoR!
M2cl8ca f3 2cl8ca f3 f3 2c18cc f3 2c18cŒ f3 M
_______
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Séparation des produits de digestion des quatre plasmides construits par
électrophorèse sut gel d’agarose 1.2%, digérés avec les enzymes de restriction
EcoRi, Scal, MscI et Pst! et révélation à l’aide du bromure d’éthidium. Les
standards de poids moléculaires (M) figurent aux extrémités du gel. La
construction pcDNA3.1-GHRH-Ra n’est pas considérée dans ce mémoire étant
donné que sa structure s’est avérée être la même que celle de pcDNA3.1-
RPRI8c. Ce gel est représentatif de deux expériences indépendantes.
I
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plasmides pcDNA3.1-RPR2c et pcDNA3.1-GHRH-Rt3 (sans l’insertion)
respectivement. PcDNA3.1-GHRH-Rf3 ne possèderait donc pas l’insertion de
123 pb, contrairement à ce qui est rapporté dans la littérature (Zeitler et colI.,
1998).
Les trois constructions ont également été séquencées (Fig. 4). Une
amorce de 21 nucléotides s’appariant à une séquence du promoteur CMV du
vecteur pcDNA3.1 située dans une fenêtre de 180 à 199 nucléotides en amont
du site d’initiation de la transcription (selon la construction), et une autre amorce
de 18 nucléotides s’appariant à une séquence de la queue de polyadénylation
(BGH) du vecteur située dans une fenêtre de 49 à 184 nucléotides en aval du
site de terminaison de la transcription (selon la construction), ont été utilisées
pour le séquençage. Les amorces choisies ont permis de connaître avec
exactitude, en ayant une partie de la séquence du promoteur et de la queue de
polyadénylation, la séquence de l’ADNc du récepteur natif et de ses isoformes.
Les pourcentages d’homologie des domaines 5’ et 3’ des ADNc du récepteur
natif et de chaque isoforme, comparés avec leur séquence théorique tel que
retrouvée dans la banque de données GenBank sont les suivants : 98 et 96%
pour RPR18c, 97 et 98% pour RPR2c et 98 et 99% pour GHRH-R13. Deux
pourcentages d’homologie sont rapportés pour chaque ADNc étant donné qu’un
domaine de 64 à 136 pb situé à la partie centrale de chaque ADNc n’a pu être
séquencé. Des différences sont présentes entre les trois ADNc: présence ou
absence de l’insertion de 123 pb dans la troisième boucle intracytoplasmique
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Fig. 4. Représentation schématique des résultats de séquençage des trois
constructions pcDNA3. 1 -RPR1 8c, pcDNA3. I -RPR2c et pcDNA3. 1
-GHRH-R13.
pcDNA3.f -RPRI 8c
ADNc séquencé
5Y 3’
-
-
Séquence théorique
pcDNA3.1 -RPR2c
ADNc séquencé
pcDNA3.1 -GHRH-Rf3
ADNc séquencé
Séquence théorique
-C\HN
erreurs de séquence dues à la technique (position identifiée ci-dessus)
segments séquencés du plasmide (promoteur et queue de polyadénylation)
séquence codante modifiée en C-terminal de ITADNc GHRH-R13
insertion de 123 pb dans la 3ième boucle intracytoplasmique
séquence codantes des ADNc : séquences non codantes des ADNc
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(Fig. 4; segment rouge) ainsi que la modification de la séquence codant pour le
domaine C-terminal (Fig. 4; segment jaune). La structure de l’ADNc de RPR1 8c
rapportée dans GenBank comporte 1629 pb dont 297 font partie de la séquence
non codante du segment 3’ et dont 51 pb précède le codon d’initiation de la
transcription (Fig 4; segments bleu pâle). Il en est de même pour pcDNA3.1-
RPR2c et pcDNA3.1-GHRH-Rf3 avec cependant une addition de 123 pb dans la
troisième boucle intracytoplasmique et de 51 pb en C-terminal, respectivement.
Les erreurs de séquençage, soit de bases manquantes obtenues aux positions
1478 de l’ADNc RPRI8c et 1601 de l’ADNc RPR2c (Fig. 4; traits noirs), faisaient
partie des séquences non codantes des ADNc, ayant ainsi aucun impact sur la
structure du GHRH-R. De plus, les erreurs de séquençage, soit les bases
manquantes aux positions 973 de l’ADNc RPR18c, aux positions 606, 855, 874,
900, 910 et 918 de l’ADNc RPR2c et au positions 717, 721 et 727 de l’ADNc
GHRH-Rf3 sont attribuables aux limites de la technique de séquençage
pourraient être causées par une concentration trop faible de UNTP dans la
réaction.
3.2 Conditions d’expression
La qualité des constructions ayant été confirmée, chacune d’elle a été
transfectée de façon stable dans la lignée cellulaire eucaryote BHK 570. L’essai
de liaison avec le radioligand [1251-Tyr10JhGHRH(1-44)NH2 (1251-GHRH) a été
retenu comme moyen rapide et efficace de déterminer la présence de récepteurs
fonctionnels du GHRH. Deux paramètres importants ont été considérés dans
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l’essai de liaison: le pourcentage de liaison spécifique, indicatif de la
fonctionnalité des récepteurs exprimés et le pourcentage BIT (BoundlTotal;
Bound: radioactivité spécifiquement liée, Total: radioactivité totale),
représentatif de la concentration apparente de récepteur dans les préparations
membranaires. La lignée cellulaire BHK 570 a été choisie puisqu’elle a été
utilisée pour la transfection et la caractérisation du hGHRH-R, permettant ainsi
une comparaison ultérieure des profils pharmacologiques des deux récepteurs.
La transfection stable a été choisie puisqu’elle favorise une uniformisation des
niveaux d’expression des récepteurs, comparativement à la transfection
transitoire, minimisant ainsi les variations inter essai des essais de liaison, ce qui
s’avère important dans le cadre d’une étude de structure-affinité. Tel que
présenté au tableau 1, le taux de liaison spécifique et le pourcentage BIT pour le
hGHRH-R (témoin positif) étaient de 88% et de 14.2%, respectivement alors que
ceux des transfections stables pour les trois constructions étaient faibles ou nuls.
pcDNA3.1-RPR18c a alors été transfecté de façon stable dans deux autres
lignées eucaryotes : les cellules épithéliales humaines d’adénocarcinome du col
de l’utérus (HeLa) et des cellules épithéliales humaines de rein (human
embryonic kidney ceils; HEK 293). Tel que présenté au tableau 1, les taux de
liaison spécifique étaient également nuls pour les transfections dans ces lignées
cellulaires. Suite à ces résultats négatifs des transfections stables, une condition
témoin a été étudiée, soit une transfection transitoire avec pcDNA3.1-RPR18c
dans les cellules BHK 570. L’essai de liaison a été effectué 40 h après la
transfection, afin d’augmenter de façon importante la concentration de récepteur
66
Tableau 1. Résultats de mise au point des conditions d’expression du GHRH-R.
Type de ADNc/Lignée Liaison spécifique B/T
transfection cellulaire (%) f%)
Stable hGHRH-R/BHK57O 88±2 14.8±1.5
Stable RPR18c/BHK 570 0 0
Stable RPR2c/BHK 570 0 0
Stable GHRH-R13/BHK 570 13 ± 1 0.8 ± 0.1
Stable RPRI8c/HeLa O O
Stable RPRI8c/HEK 293 0 0
Chaque expérience a été réalisée trois fois en triplicata. Tous les ADNc étaient
insérés dans le plasmide d’expression pcDNA3.1, sauf celui du hGHRH-R, qui
était inséré dans le plasmide d’expression Zem2l9b.
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produit par la cellule. Le taux de liaison spécifique dans cette condition était
également nul.
Considérant l’ensemble de ces résultats négatifs, les mises au point
subséquentes des conditions d’expression du rGHRH-R et de ses isoformes ont
été effectuées avec RPR18c uniquement. Afin de s’assurer qu’il y avait
transcription de l’ADNc du récepteur natif de 423 aa, transfecté dans les lignées
BHK 570, HeLa et HEK 293, une étude qualitative de protection à la RNase
(RPA) a été effectuée. La Fig. 5 indique la présence d’une bande intense dans
les cellules BHK 570 transfectées, signifiant qu’il y a transcription dans ce
système. Par contre, la présence d’une très faible bande dans les cellules HEK
293 et l’absence de signal dans les cellules HeLa indique une inefficacité de la
transfection stable dans ces types cellulaires, dans les mêmes conditions.
Ayant démontré que l’ADNc RPR18c du rGHRH-R est transcrit
efficacement dans les cellules BHK 570, une évaluation immunocytochimique à
l’aide de l’anticorps anti-GHRH-R(392-404), reconnaissant l’extrémité C
terminale du r et hGHRH-R, a été effectuée dans les cellules BHK 570
transfectées avec la construction pcDNA3.1-RPR18c. Cette étude qualitative
avait pour objectif de vérifier la présence du rGHRH-R natif exporté à la
membrane plasmique. Tel que présenté à la Fig. 6, les cellules BHK 570
transfectées avec pcDNA3.1-RPR1Sc présentent une intensité de fluorescence
similaire au témoin négatif (cellules BHK 570 sauvages), et beaucoup plus faible
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Fig. 5. Représentation autoradiographique d’une analyse par essai de protection
à la RNase des niveaux de transcrit d’ARNm du GHRH-R dans les cellules BHK
570, HeLa et HEK 293 sauvages f-) et transfectées de façon stable (+) avec
pcDNA3. 1 -RPR1 8c.
RPRI8c -
(604 pb)
Standard interne
(nucléotides 369-
685 deGAPDH) —>
_____
Standard externe
(nucléotides 1044-
1203 de RPR64) —*
Cinq tg d’ARNm total ont été analysés pour chaque type cellulaire transfecté ou
non. Cet autoradiogramme est représentatif d’une expérience indépendante
exécutée en duplicata.
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Fig. 6. Visualisation par immunofluorescence du GHRH-R dans les cellules BHK
570 transfectées de façon stable avec pcDNA3.1-RPR18c (A), sauvages (B) et
transfectées avec hGHRH-R (C).
A B C
Les cellules ont été incubées à 4°C pendant 16 hs en présence de 10 ig
d’anticorps primaire anti-GHRH-R(392-404) dirigé contre la portion C-terminale
du récepteur et 1 h en présence d’un anticorps secondaire anti lgG de lapin
couplé à la fluorescéine. Ces images sont représentatives de trois expériences
indépendantes. Le temps d’exposition était de 2 sec.
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que le témoin positif (cellules BHK 570 transfectées avec le hGHRH-R). Ceci
suggère une inefficacité de la traduction de l’ARNm en protéine mature.
De nouvelles conditions de transfection ont donc été développées dans le
but d’améliorer le niveau de traduction. Premièrement, une co-transfection
transitoire des cellules BHK 570 avec pcDNA3.1-RPR18c et un vecteur
commercial, le pAdV® a été évaluée. Un phénomène observé lors d’une
transfection stable ou transitoire est l’inhibition du facteur de traduction
eukaryotic initiation factor-2 (eiF-2), engendrée par sa phosphorylation qui est
dépendante de la double RNA-activated inhibitor (DAI). Le vecteur pAdV® agit
en produisant un ARNm, le adenovirus associated I RNA (VAl) qui se lie à la
DAI empêchant ainsi la phosphorylation de eiF-2 (Grokreutz et coll., 1994;
Kitajewski et colI., 1986; O’Malley et colI., 1986; Farrell et colI., 1977).
Deuxièmement, une carence en sérum de 4 h des cellules BHK 570,
transfectées de façon stable avec pcDNA3.1-RPR18c, avant leur prélèvement
pour l’essai de liaison, a été étudiée. Cette manipulation élimine les facteurs de
croissance contenus dans le sérum, ayant pour effet d’activer la transcription de
pcDNA3.1-RPR18c par la voie des facteurs nucléaires NFKB (nuclear factor
kappa B) et CREB (AMPc-response element binding protein), qui, en
augmentant la concentration d’ARNm dans la cellule, activent la kinase DAI (Pap
et colI., 2002; Kleinj et colI., 2000). Tel que présenté au tableau 2, les
pourcentages de liaison spécifique du 1251-GHRH dans les préparations
membranaires des cellules transfectées avec chaque stratégie indiquent
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Tableau 2. Mise au point des conditions d’expression du GHRH-R.
LiaisonCondition Systeme Nb. .. BIT
specifiqued expression d expression U exp. (%) (%)
Stable Zem2l9b-hGHRH-R 6 77 ± 10 17.6 ± 6.2
pcDNA3.1-
Co-transitoire 4 62 ±4 11.2 ± 3.4
RPRI 8c/pAdV
Stablelcarence en
pcDNA3.1-RPR18c 2 53 ± 1 8.6 ± 1.2
sérum de 4h
Chaque expérience indépendante a été effectuée en triplicata.
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qu’elles permettent d’améliorer les conditions d’expression du rGHRH-R. Les
pourcentages de liaison spécifique (62 ± 4% pour la cotransfection avec pAdV®
et 53 ± 1% pour la carence en sérum de 4 h) ainsi que les pourcentages BIT
(11.2 ± 3.4% et 8.6 ± 1.2%, respectivement) n’étaient pas significativement
différents entre eux selon le test de t de Student (p > 0.05) pour les deux
stratégies mais le sont en comparaison aux résultats négatifs précédents
(tableau 1). Comparativement au témoin positif, les taux de liaison spécifique
des deux conditions d’expression sont significativement différents. Ils sont de
1.2 et 1.5 fois plus faibles pour les conditions de la cotransfection de pcDNA3.1-
RPR18c avec pAdV® et de la carence en sérum de 4 h, respectivement par
rapport à celle du témoin positif. Les faibles différences indiquent cependant la
validité de ces stratégies.
Le plasmide d’expression Zem2l9b, comportant un promoteur inductible
par le zinc a également été évalué. Celui-ci avait été utilisé pour l’expression du
hGHRH-R dans les cellules BHK 570. Cette condition d’expression n’avait pas
été testée pour le récepteur du GHRH natif et ses isoformes dans un premier
temps puisque le plasmide pcDNA3.1, choisi pour son promoteur CMV favorisant
une forte expression dans les cellules eucatyotes et dans lequel l’ADNc GHRH
Rf3 était déjà inséré, semblait un système d’intérêt. Le plasmide d’expression
Zem219b a été choisi puisqu’il permet un contrôle de la concentration d’ARNm
du rGHRH-R dans ta cellule par le zinc. Rappelons ici qu’une forte concentration
d’ARNm dans la cellule constitue un facteur favorisant l’activation de la DAI et,
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par le fait même, l’inhibition du facteur de traduction eiF-2 (Chang et coll., 2002).
Les ADNc RPR18c, RPR2c et GHRH-RJ3 ont été clonés dans ce plasmide
d’expression puis caractérisés par analyse de restriction. Tel que présenté à la
Fig. 7, les bandes attendues de 2925, 1274, 1223 et 777 pb pour Zem2l9b-
RPR18c, de 2683, 1274, 1223 et 901 pb pour Zem2l9b-RPR2c et de 2683,
1274, 936, 778 et 409 pb pour Zem2l9b-GHRH-R13, suite à une digestions par
EcoRi sont présentes. De plus, les bandes attendues de 2526, 2227 et 1683 pb
pour Zem2l9b-RPR18c suite à une digestion par Scal, de 4123, 1041, 691 et
619 pb pour Zem2l9b-RPR2c et de 4674, 682 et 640 pb pour Zem2l9b-GHRH-
Rf3 suite à une digestion par Pst! sont également présentes. Ces digestions ont
permis de valider la qualité des trois constructions. La mise au point des
conditions expression du GHRH-R ont été poursuivies avec Zem2l 9b-RPR1 8c.
La construction Zem2l9b-RPR18c a donc été transfectée de façon stable
dans les cellules BHK 570. Une étude par buvardage Northern effectuée à partir
de l’ARNm total des cellules BHK 570 transfectées ainsi que sur deux témoins
(cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-hGHRH-R, cellules BHK 570
sauvages) a permis de vérifier s’il y avait transcription de l’ADNc transfecté en
ARNm du rGHRH-R. Le niveau du transcrit de 2.5 kb est présenté à la Fig. 8.
Après normalisation avec l’ARNr 28S, les résultats indiquent que les cellules
BHK 570 transfectées avec Zem2l 9b-RPR1 8c renferment un niveau d’ARNm du
GHRH-R 1.5 fois supérieur à ceux des cellules transfectées avec Zem2l9b-
hGHRH-R. Le niveau d’ARNm de RPR1 8c a donc été jugé suffisant.
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Fig. 7. Analyse de restriction des constructions Zem2l9b-RPRI8c, Zem2l9b-
RPR2c et Zem2l9b-GHRH-Rf3.
Zem2l 9b-RPRI 8c
Séparation des produits de digestions des trois plasmides construits par
électrophorèse sur gel d’agarose 0.8%; révélation à l’aide du bromure d’éthidium;
digestion avec les enzymes de restriction EcoRi, Scal et Pstl. Les standards
de poids moléculaires sont désignés par PM et les constructions non digérées,
par ND. Ce gel est représentatif de trois expériences indépendantes.
Zem2l9b-RPR2c Zem2l9b-GHRH-Rp
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Fig. 8. Représentation autoradiographique d’un buvardage Northern montrant les
niveaux de transcrits de 2.5 kb d’ARNm du GHRH-R dans les cellules BHK 570
sauvages (S) et transfectées de façon stable avec Zem2l9b-RPRI8c (18c) ou
Zem2l 9b-hGHRH-R (H-témoin positif)
2.5kb —*
ARNr28S—*
Douze tg d’ARNm total ont été analysés pour tous les échantillons. Les
résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes.
S H 18c 18c H
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3.3 Validation des conditions d’expression du rGHRH-R natif
Les différentes conditions d’expression du rGHRH-R RPR18c préétablies
ont été validées par essai de liaison afin de vérifier la fonctionnalité du récepteur
obtenu. Les paramètres utilisés indiquant la présence d’un récepteur fonctionnel
sont l’affinité du GHRH pour son récepteur (Kd, 1C50). De plus, la concentration
maximale apparente de GHRH-R (Bmax, BIT) a été considérée pour évaluer le
niveau d’expression. Tous les essais de liaison ont été effectués dans des
préparations membranaires. Deux conditions témoins ont été utilisées, à des
fins de comparaison, pour valider les conditions d’expression de Zem2l9b-
RPR18c, à savoir l’utilisation de cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-
RPR18c (témoin négatif) ou avec Zem2l9b-hGHRH-R (témoin positif) n’ayant
pas subi de carence en sérum. Tel que présenté au tableau 3, la carence en
sérum a eu un effet significatif sur le taux de liaison spécifique, étant 1.5 fois
supérieur à celui du témoin négatif (p < 0.05) et non différent de celui du témoin
positif. Le Kd et la concentration apparente de GHRH-R (Bmax) étaient non
significativement différents du témoin positif alors que le B/T était de 2.4 à 2.8
fois supérieur à celui du témoin négatif, suggérant l’importance de l’emploi de la
carence de 4h en sérum. Lorsque la co-transfection de Zem2l9b-RPR18c avec
pAdV® a été utilisée en association avec une carence en sérum de 4 h, le taux
de liaison spécifique était de 1.8 fois supérieur à celui du témoin négatif (p <
0.05) et non significativement différent de celui du témoin positif. Le FÇ était non
significativement différent du témoin positif et la concentration apparente de
récepteur apparente de GHRHR (Bmax) était de 1.5 (p < 0.05) et (BIT) 4.3 (p <
D
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0.05) fois supérieure à celles du témoin positif et négatif, respectivement,
validant cette condition d’expression. Mentionnons enfin que des conditions de
congélation à long terme des préparations membranaires ont été mises au point:
une congélation à 5-10 mg de protéine/ml de tampon Tris-Acétate, dans 10 %
DMSO à —80°C.
Afin de vérifier la présence à la membrane cytoplasmique du rGHRH-R
provenant de l’ADNc de RPR18c et d’apporter une preuve additionnelle de sa
fonctionnalité, sa cinétique et son mécanisme d’internalisation suite à une
activation par un agoniste du GHRH ont été étudiés dans les cellules BHK 570
transfectées avec Zem2l 9b-RPRI 8c ou co-transfectées avec pAdV®. Ces
études ont été réalisées à l’aide du ligand fluorescent, le Fluo-GHRH. Veyrat
Durebex et cdl. (2003) ont démontré, par des études comparatives de
‘internalisation du GHRH-R à l’aide de l’anticorps anti-GHRH-R(392-404) et du
Fluo-GHRH dans les cellules hypophysaires de rat ainsi que dans les cellules
BHK 570 transfectées avec le Zem2l9b-hGHRH-R, que ce f igand fluorescent
constituait un outil sensible de visualisation du rGHRH-R. Les conditions
d’expression optimales préalablement identifiées ont été étudiées, à savoir
l’utilisation ou non du vecteur pAdV® en association avec une privation de 4 h en
sérum, avant la récolte des cellules, pour l’essai de liaison avec le Fluo-GHRH.
Afin de s’assurer de la spécificité du Fluo-GHRH pour le rGHRH-R dans notre
système, la liaison non spécifique du Fluo-GHRH a été déterminée dans les
deux conditions (Zem2l9b-RPR18c seul ou avec pAdV) en incubant les cellules
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à 4°C pendant 40 min en absence ou en présence de 1 pM hGHRH(1-29)NH2.
L’élimination d’un maximum de fluorescence est obtenue à 4°C en présence de
1 p.M hGHRH(1-29)NH2 (Fig. 9A (liaison totale) versus 9B (liaison non
spécifique)). Dans les cellules BHK 570 sauvages, un taux très faible de
fluorescence basale est observé en absence (Fig. 9G) et en présence (Fig. 9D)
de 0.1 .tM hGHRH(1-29)NH2, indiquant que la fluorescence observée est
spécifique au rGHRH-R.
Les Figs. 10 et 11 présentent la cinétique d’internalisation du Fluo-GHRH
dans les cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-RPR18c (Fig. 10 et Fig.
11 A) ou co-ttansfectées avec pAdV® (Fig. 11 B). Après 30 min d’incubation à
37°C (Fig. 10 A), aucune différence significative n’est observée comparativement
à l’intensité et la distribution de la fluorescence du Fluo-GHRH à 4°C (Fig. 9 A
(4°C) et Fig. 11 A et B). L’intensité maximale de fluorescence internalisée a été
obtenue après une incubation de 60 min et demeure stable après 90 ou 120 min
d’incubation à 37°C et ce, pour les deux conditions d’expression (Fig. 10 B à D et
Fig. 11 A et B). La distribution de la fluorescence a également varié en fonction
de la température. Lorsque les cellules étaient maintenues à 4°C durant une
période de 40 mm, la fluorescence demeurait plutôt diffuse à la surface de la
membrane cytoplasmique, dû à une absence d’internalisation (Fig. 10 A).
Cependant, lorsque les cellules étaient subséquemment incubées à 37°C durant
60 à 120 min., le Fluo-GHRH est internalisé et l’intensité de la fluorescence
intracellulaire augmente dans le cytoplasme et se concentre au niveau des
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Fig. 9. Représentation type de la fluorescence de surface du Fluo-GHRH dans
les cellules BHK 570 transfectées ou non avec Zem2l9b-RPR18c.
Les cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-RPR18c (A, B) et sauvages
(C, D) ont été incubées à 4°C durant 40 min. en présence de 1 nM de Fluo
GHRH et en absence (A, C) ou présence (B, D) de 0.1 p.M hGHRH(1-29)NH2. Le
temps d’exposition était de 2 sec. Représentations type de 3 expériences
indépendantes. Barre d’échelle, 10 1im.
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Fig. 10. Représentation type de la cinétique d’internalisation du FIuo-GHRH dans
les cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-RPR18c.
Fluorescence totale des cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-RPRI8c,
suite à une incubation de 40 min à 4°C en présence de 1 nM du Fluo-GHRH
suivie d’une incubation de 30 (A), 60 (B), 90 (C) et 120 min (D) à 37°C. Le
temps d’exposition était de 2 sec. Représentation type de 3 expériences
indépendantes. Barre d’échelle, 10 im.
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lysosomes (Fig. 10 B à D).
De plus, afin d’étudier de façon préliminaire le mécanisme d’internalisation
du rGHRH-R dans les cellules BHK 570, certains inhibiteurs de l’internalisation
ont été utilisés. Après 60 min. d’incubation à 37°C en présence de filipine III, un
inhibiteur des cavéoles (Lobie et colI., 1999), la fluorescence est demeurée
diffuse et distribuée à la surface membranaire (Fig. 12C). L’internalisation du
Fluo-GHRH apparaît donc inhibée en présence de filipine. Cependant, en
présence de 450 mM de sucrose, un inhibiteur de la voie d’internalisation
dépendante des clathrines (Heuser, Anderson, 1989), celle-ci n’a pas été
affectée (Fig. 12D).
3.4 Étude pharmacologique du rGHRH-R natif
Afin d’identifier les principaux pharmacophores des cellules BHK 570
transfectées avec Zem2l9b-RPR18c, une étude de structure-affinité a été
réalisée avec des analogues Ala- et D-monosubstitués du hGHRH(1-29)NH2.
Rappelons ici que les cellules transfectées de façon stable ont subi une carence
en sérum de 4 h avant leur prélèvement pour l’essai de liaison. Les
pharmacophores de liaison sont les aa du hGHRH(1-29)NH2 qui ont une haute
importance pour la liaison du ligand au récepteur, alors que d’autres aa jouent un
rôle dans le maintien d’une conformation optimale du ligand, permettant une
liaison à haute affinité au récepteur. Une série d’analogues du hGHRH(1-
29)NH2 dont les aa Tyr1, Asp3, Phe6, 1yr10, Arg11, Lys12, Val13, Leu14, Leu17, A1a19
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Fig. 12. Représentation type de la distribution du Fluo-GHRH dans les cellules
BHK 570 transfectées avec rGHRH-R (Zem2lgb-RPR18c) en présence
d’inhibiteur de l’internalisation.
Les cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-RPR18c (A, B, C, D) ont été
incubées avec 10 nM de Fluo-GHRH à 4°C durant 40 min et lavées (A) ou
incubées à 4°C pendant 40 mm, lavées et réincubées à 37°C durant 60 min en
absence d’inhibiteurs de l’internalisation (B), ou en présence de 16 nM de fillipine
III (C) ou de 450 mM de sucrose (D). Représentation type de 3 expériences
indépendantes. Le temps d’exposition a été de 2 sec. Barre d’échelle, 10 pm.
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Arg2° et Lys21 ont été substitués, soit par leur stéréoisomère de forme D ou par
une Ala, ont été testés dans les cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-
RPR18c. Ces analogues ont été choisis puisqu’ils sont des pharmacophores de
liaison pour le GHRH-R dans l’hypophyse antérieure de rat (Tyr1, Asp3, Phe6,
Tyr10, Arg11, Lys12, Val13, Leu14, Leu17, Arg2° et Lys21) (Lefrançois et coll., 1994)
et pour le hGHRH-R transfecté dans les cellules BHK 570 (Phe6, Tyr10, Val13,
Leu14, Leu17, A1a19 et Arg20) (données non publiées). Deux paramètres
déterminent la catégorie dans laquelle s’inscrit l’aa : l’affinité relative de
l’analogue et son facteur DA. L’affinité relative compare l’1C50 moyen de
l’analogue à celui du hGHRH(1-29)NH2 pour le rGHRH-R. Les affinités relatives
des analogues du hGHRH(1-29)NH2 étudiés sont présentées au tableau 4. Les
caractéristiques de la préparation membranaire des cellules BHK 570
transfectées avec Zem2l9b-RPRI8c, utilisées dans l’étude de structure-affinité
étaient les suivantes: une liaison spécifique de 67 ± 10%, un de 1.02 ± 0.95
nM et un Bmax se situant entre 0.19 et 6.63 fmol/mg de protéine. Pour la série
des analogues du hGHRH(1-29)NH2 D-monosubstitués, les plus importantes
diminutions d’affinité relative ont été démontrées pour les aa Phe6, Val13, A1a19 ou
Arg2° (1050 = 91.8-261.6 nM comparativement à 12.0 nM pour le hGHRH(1-
29)NH2), soit de 7.7 à 21.8 fois (p < 0.05). Une diminution moins importante de
l’affinité relative (de 2.3 à 3.3 fois, p < 0.05) a été observée pour les analogues
D-monosubstitués Tyr1, Arg’1 ou Lys21 (1C50 = 27.1-39.3 nM). Cependant,
l’affinité relative des analogues D-monosubstitués Asp3, Tyr10, Lys12, Leu14 ou
Leu17 n’était pas significativement différente de celle du hGHRH(1-29)NH2. Par
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Tableau 4. Affinité de liaison des analogues Ala et D-monosubstitués du
hGHRH(1-29)NH2 dans les cellules BHK 570 ttansfectées avec Zem2l9b-
RPR1 8c.
Substïtution lCo Affinité relative(nM) (¾) Facteur DA
Aucune 12.0±6.9 100±57
Ala1 47.9 ± 1.6 25.1 ± 0.8 0 82
D-Tyr1 39.3±5.2 30.7±4.1
A1a3 115.9±1.1 10.4±0.1 017
D-Asp3 19.7±6.3 61.2±19.6
Ala6 71.3±33.5 16.9±7.9
1 63
D-Phe6 116.5±17.6 10.3±1.6
A1a1° 119.2±43.8 10.1 ±3.7 008
D-Tyr1° 9.9±1.6 121.1±19.6
Ala11 101.2±11.9 11.9±1.4 027
D-Arg11 27.1 ±4.1 44.5±6.7
A1a12 46.6 ± 2.5 25.8 ± 1.4
0 24
D-Lys12 11.0±1.9 109.1±18.8
Ala13 34.9 ± 3.6 34.5 ± 3.6
749
D-Val13 261.6 ± 42.8 4.6 ± 0.8
A1a14 58.1 ±9.3 20.7±3.3 021
D-Leu14 12.4 ± 2.1 97.4 ± 19.5
A1a17 487.6 ± 104.4 2.5 ± 0.5
D-Leu17 21.6±3.1 55.7±8.0
0.04
A1a19 13.4±0.2 89.8±1.3
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D-Ala’9 107.2±11.4 11.2±1.2
A1a2° 143.8 ± 26.4 8.4 ± 1.5
D-Arg2° 91.8±18.0 13.1 ±2.6
0.64
Ala21 45.9 ± 9.0 26.2 ± 5.1
0 59
D-Lys21 27.2 ± 5.9 44.3 ± 9.6
Chaque valeur d’lC50 représente 3 expériences indépendantes effectuées en
triplicata. lC5o: concentration d’analogue inhibant 50% de la liaison spécifique du
radioligand [1251-Tyr1°]hGHRH(1-44)NH2, tel que déterminé à l’aide du
programme Ligand. L’affinité relative a été obtenu par le ratio de l’1C50 de
hGHRH(1-29)NH2/ l’lC50 moyen de l’analogue. Le facteur DA a été obtenue par
le ratio de l’1C50 de l’analogue D-monosubstitué/l’1C50 de l’analogue Ala
monosubstitué.
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ailleurs, concernant la série des analogues Ala-monosubstitués, une substitution
en position Asp3, Phe6, Tyr10, Arg, Leu17 ou Arg2° a entraîné les plus fortes
diminutions d’affinité relative, soit de 5.9 à 40.6 fois (p < 0.05) (1C50 = 71 .3-487.6
nM) par rapport à celle du hGHRH(1-29)NH2. Par ailleurs, les analogues Ala
monosubstitués Tyr1, Lys12, Val13, Leu14 ou Lys21 ont montré une diminution
d’affinité relative de 2.9 à 4.8 fois (p < 0.05) (1C50 = 13.4-58.1 nM) par rapport au
hGHRH(1 -29)NH2.
Les 1C50 ont permis d’obtenir le facteur DA de chaque analogue, définie
par le rapport de l’affinités (1C50) des analogues D-monosubstitués sur celui des
analogues Ala-monosubstitués. Un facteur DA élevé (>25) implique que les
résidus du hGHRH sont critiques pour le maintien d’une conformation optimale
du hGHRH(1-29)NH2 pour la liaison à haute affinité au récepteur (Lefrançois et
coll.,1994). Aucun aa du hGHRH(1-29)NH2 étudié ne possède un facteur DA
supérieur à 25. Par ailleurs, un faible facteur DA (<0.3) indique que ces résidus
sont importants pour la liaison au récepteur (Lefrançois et coll., 1994). Ceci
inclut les résidus Asp3, 1yr10, Arg, Lys12, Leu14 et Leu17. Enfin, étant donné que
les résidus Tyr1, Phe6, Arg2° et Lys21 possèdent des facteurs DA faibles (0.59 <
DA < 1.63) mais > 0.3, ils pourraient également être impliqués au niveau d’une
liaison à haute affinité du hGHRH(1-29)NH2, alors que Val13 et Ala19 (0.3 « DA
<25) pourraient participer au maintien de la structure du hGHRH(1-29)NH2.
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3.5 Mise au point des conditions d’expression des isoformes du GHRH-R
de rat
Finalement, en utilisant les conditions d’expression mises au point pour le
rGHRH-R natif, des essais de liaison préliminaires ont été menés sur des
cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-RPR2c et Zem2l9b-GHRH-Rf3.
Ils avaient pour but de déterminer si les conditions d’expression préétablies pour
Zem2l9b-RPR18c étaient également optimales pour les deux isoformes du
rGHRH-R. Deux conditions témoins ont été utilisées à chaque essai de liaison,
soit une préparation membranaires de cellules BHK 570 transfectées avec
Zem2l9b-hGHRH-R et avec Zem2l9b-RPR18c, pour fin de comparaison.
Mentionnons ici que les conditions d’expression de Zem2l9b-RPRI8c et de
Zem2l9b-hGHRH-R impliquaient une incubation de 24 h dans un milieu DMEM
normal (10% FBS, 1% pénicilline/streptomycine, 3.8 pM Zn2j et une carence en
sérum de 4 h avant le prélèvement des cellules pour les essais de liaison. Dans
les cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-RPR2c ou Zem2l9b-GHRH-
Rf3, ces conditions n’ont pas permis une expression élevée de récepteurs
fonctionnels, tel que suggéré par les taux de liaison spécifique de 32 et 36%,
respectivement (tableau 5, condition 1). Une comparaison avec les paramètres
de liaison des témoins positifs (liaison spécifique de 79 et 75% pour Zem2l9b-
hGHRH-R et Zem2l9b-RPR18c, respectivement) dans ces mêmes conditions
d’expression appuie ce résultat. Afin d’améliorer ces paramètres, deux
modifications ont été apportées aux conditions d’expression préétablies : une
incubation de 24 h en absence (tableau 5, condition 2) ou en présence (tableau
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5, condition 3) de 20 p.M de Zn2 préalable à une carence en sérum de 4 h et à
l’essai de liaison sur homogénats de cellules BHK 570 transfectées. L’utilisation
d’une concentration de zinc supérieure à celle présente dans le sérum utilisé (3.8
iM) pourrait favoriser un niveau d’expression plus élevé de récepteur, le
promoteur étant inductible par ce métal alors que l’utilisation d’homogénat au lieu
de préparations membranaires minimiserait les manipulations préalables à
l’essai de liaison et favoriserait ainsi une plus grande stabilité des récepteurs.
Les résultats de ces deux conditions d’expression sont présentés au tableau 5.
Ainsi, la condition d’expression 2 a semblé plus efficace pour les isoformes
Zem2l9b-RPR2c et Zem2l9b-GHRH-Rf3 tel que suggéré par leur taux de liaison
spécifique de 45 et 47% respectivement. Des comparaisons préliminaires,
d’abord avec le taux de liaison spécifique de Zem2l9b-RPR18c (76%) exprimé
dans la même condition, indique des taux de 1.7 et 1.6 fois inférieurs pour
Zem2l 9b-RPR2c et Zem2l 9b-GHRH-Rf3, respectivement, mais des taux de 1.4
et 1.3 fois supérieurs à ceux obtenus en condition 1. Par ailleurs, la condition
d’expression 3 avec des taux de liaison spécifique de 51 et 33% pour Zem2l9b-
RPR2c et Zem2l9b-GHRH-Rf3, respectivement a semblé plus efficace pour
RPR2c, tel que suggéré par son taux de liaison spécifique de 1.3 fois inférieur à
celui de Zem2l9b-RPR18c (67%) exprimé dans la même condition, mais de 1.6
fois supérieur à celui obtenu en condition 1. Le taux de liaison spécifique de
l’isoforme GHRH-Rf3, de 2.0 fois inférieur à celui de Zem2l9b-RPR18c dans la
même condition et égale à celui obtenu en condition 1, appuie ce résultat. Il
semble donc que les deux isoformes du rGHRH-R sont plus fragiles en
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conditions in vitro que la forme native, puisque l’emploi d’homogénat de cellules
transfectées avec Zem2l9b-RPR2c et Zem2l9b-GHRH-RJ3, au lieu de
préparations membranaires, augmente sensiblement leur taux de liaison
spécifique. L’emploi d’une concentration de zinc de 2OiM dans le milieu de
culture pour une durée de 24 h semble également bénéfique à l’isoforme RPR2c.
Finalement, une co-transfection de chacun des isoformes avec le vecteur pAdV®
n’a pas augmenté leur niveau d’expression.
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Tableau 5. Résultats d’essai de liaison dans des préparations membranaires ou
homogénats de cellules BHK 570 transfectées avec Zem2l9b-RPR2c et
Zem219b-GHRH-R3 du rGHRH-R en comparaison avec Zem2l9b-hGHRH-R et
Zem2l 9b-RPR1 8c.
Système d’expression Condition Liaison spécifiqued expression (¾)
Zem2l9b-hGHRH-R 79.0 ± 7.1
1 75
Zem2l9b-
2 76
RPR18c
3 67
1 32
Zem2l 9b-
2 45
RPR2c
3 51
Zem2l9b-RPR2c/pAdV 3 32
1 36
Zem2l9b-
2 47
GHRH-Rf3
3 33
Zem2l9b-GHRH-RF3/pAUV 3 42
Chaque résultat provient d’une expérience effectuée en triplicata. Les conditions
d’expression 1, 2 et 3 impliquent un essai de liaison dans une préparation
membranaire de cellules BHK 570 ayant subi une carence en sérum de 4h avant
leur prélèvement, un essai de liaison sur homogénat de cellules BHK ayant subi
une carence en sérum de 4h avant leur prélèvement et un essai de liaison sur
homogénat de cellules BHK, ayant été soumis à une incubation de 24 h, dans un
milieu DMEM contenant 2OjiM de Zn2 en plus d’une carence en sérum de 4h
avant leur prélèvement, respectivement.
4. DISCUSSION
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4.1 Systèmes et conditions d’expression
Dans le but d’établir les profils de structure-affinité et de structure-activité
du récepteur natif du GHRH de rat et de ses deux isoformes, des conditions
d’expression ont été mises au point dans un système eucaryotique stable. Les
ADNc du récepteur natif RPR18c et de ses deux isoformes RPR2c et GHRH-Rf3
ont d’abord été insérés dans le vecteur d’expression pcDNA3.1, choisi pour son
promoteur fort dans les cellules eucaryotes, le CMV. Selon la littérature, l’ADNc
RPRI 8c code pour le récepteur natif de 423 aa (Mayo, 1992) alors que les ADNc
RPR2c (Mayo, 1992) et GHRH-R13 (Zeitler et coll., 1998) codent respectivement
pour des isoformes de 464 aa contenant une insertion de 41 aa dans la troisième
boucle intracytoplasmique, et de 480 aa comportant cette insertion de 41 aa en
plus d’une délétion des 131 dernières pb (1278-1409), se traduisant par une
substit ution des cinq derniers aa de l’extrémité C-terminale et une extension de
17 aa.
Dans le but de vérifier l’identité de chacune des constructions, avant leur
transfection dans la lignée eucaryote BHK 570, des études d’analyse de
restriction ainsi que leur séquençage ont été faits. La différence de 123 pb entre
pcDNA3.1-RPR18c et pcDNA3.1-RPR2c a été confirmée, pcDNA3.1-RPR2c
étant l’isoforme longue décrite par Mayo (1992). Cependant, les analyses de
restriction et de séquençage ont permis de révéler une homologie entre la forme
native du rGHRH-R et l’isoforme GHRH-Rf3. GHRH-Rf3 ne possèderait donc pas
l’insertion de 123 pb tel que rapporté par Zeitler et coll. (1998). L’extrémité C-
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terminale de GHRH-Rf3 demeure toutefois différente des autres formes, avec une
substitution de ses cinq derniers aa et une extension de 17 aa. Ce résultat a été
confirmé par le séquençage, les analyses de restrictions n’étant pas
suffisamment sensibles. Ces résultats ne contrevenaient pas à la poursuite du
projet puisque deux isoformes du GHRH-R demeurent présents dans
l’hypophyse de rat et qu’ils possèdent chacun une modification structurale
spécifique.
L’essai choisi pour confirmer l’expression de rGHRH-R membranaires
fonctionnels suite aux transfections était un essai de liaison avec le radioligand
[1251-Tyr10JhGHRH(1 -44)NH2. Certains paramètres préliminaires importants,
obtenus avec ce type d’essai doivent être considérés, à savoir le pourcentage de
liaison spécifique, indicatif de l’expression de récepteurs fonctionnels exprimés et
le pourcentage BIT, indicatif de la concentration apparente de récepteur
membranaire. Ces paramètres ont été utilisés pour la mise au point des
conditions d’expression de la forme native (RPR18c) du rGHRH-R et de ses
isoformes (RPR2c et GHRH-R13). D’autres paramètres de liaison ont également
été considérés, soit le Bmax, représentatif de la concentration de récepteur dans
la préparation, le Kd, représentatif de l’affinité du radioligand [‘251-Tyr10JhGHRH(1 -
44)NH2et l’1C50, représentatif de l’affinité du rGHRH(1-29)NH2 ou d’analogues du
GHRH et correspondant à la concentration de peptide inhibant 50% de la liaison
spécifique du radioligand {1251-Tyr10JhGHRH(1 -44)NH2. Cette technique permet
donc de faciliter la comparaison entre différentes isoformes exprimées. L’essai
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de liaison permet également d’éviter l’utilisation, pour les transfections stables et
transitoires, d’ADNc liés à un épitope (Tag) permettant de quantifier le niveau
d’expression protéique mais non la fonctionnalité. Il a ainsi été possible d’étudier
le rGHRH-R et ses isoformes dans leur structure native.
Les premières transfections stables et transitoires dans les lignées
eucaryotes BHK 570, HeLa et HEK 293 ont donné des résultats négatifs. Les
conditions de l’essai de liaison n’ont pas été mises en cause étant donné les taux
de liaison spécifique et de BIT élevés du témoin positif (cellules BHK 570
transfectées avec Zem2l9b-hGHRH-R). Les origines possibles de ces faibles
résultats en essai de liaison pourraient impliquer un défaut de transcription des
ADNc ou de traduction des ARNm. Afin de déterminer si la transcription était la
source du problème, l’ARN total des cellules BHK 570, HeLa et HEK 293
transfectées avec pcDNA3.1-RPRI8c a été soumis à un essai de protection à la
RNase. Tel qu’indiqué par les résultats de RPA, l’ARNm du rGHRH-R était
présente en forte concentration dans la lignée transfectées BHK 570, en faible
concentration dans les cellules HeLa et absente dans les cellules HEK 293.
L’hypothèse d’un défaut de transcription dans les cellules BHK 570 a ainsi pu
être éliminée. Une localisation immunocytochimique a donc été effectuée afin de
vérifier si l’efficacité de traduction était à l’origine des faibles taux de liaison
spécifique du radiologand. Cette étude a toutefois démontré que le rGHRH-R
était absent de la membrane cytoplasmique des cellules BHK 570 transfectées
avec pcDNA3.1-RPR18c. L’hypothèse d’une inefficacité de traduction de
l’ARNm de la forme native du rGHRH-R en une protéine mature et fonctionnelle
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a donc été émise. Plusieurs facteurs peuvent influencer la traduction des
protéines dans les cellules eucaryotes: une carence en acides aminés, la
présence d’ARNm double brin ou une concentration élevée d’ARNm, une
déficience en HEME et/ou un stress oxydatif au niveau du réticulum
endoplasmique (RE). La plupart de ces éléments agissent de façon directe ou
indirecte sur le facteur de traduction eiF-2, en activant différentes kinases qui le
phosphorylent et le rendent inactif (Pathak et colI., 1988). Ainsi, la GCN2
(general control non-derepressible-2) est activée pat une carence en acides
aminés (Andersen et colI., 2002; Zhang et col!., 2002), la PKR (double-stranded
RNA-dependent protein kinase) ou la DAI (double RNA-activated inhibitor) est
activée par une concentration élevée en ARNm simple ou double brin suite à une
transfection stable ou transitoire (Chang et col!., 2002), la HRI (heme-regulated
eukaryotic initiation factor 2alpha kinase) est activée par une déficience en
HEME (Han et colI., 2001) et la PERK (d5RNA-dependent protein kinase(PKR)
like endoplasmic reticulum-resident kinase) est activée par un stress au niveau
du réticulum endoplasmique (Wu et colI., 2002). Dans le cas présent, une trop
grande concentration d’ARNm simple brin a été le facteur le plus susceptible
d’interférer au niveau de la traduction. De plus, la présence d’hormones et de
facteurs de croissances peut également avoir pour effet d’inhiber la traduction
par la voie des kinases PKR et DAI. Plusieurs facteurs de transcription (NFKB,
CREB), ayant des sites de liaison dans le promoteur CMV du plasmide
d’expression pcDNA3.1 utilisé (Meier et Stinski, 1996), peuvent être activés par
des hormones (GH, oestrogène, insuline). Ainsi, CREB peut être activé par la
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voie GRB2/RAS/ERK, elle-même activée par le récepteur de l’insuline (Klemm et
colI., 2001) et/ou par la voie AMPc/PKA (Rosenberg et colI., 2002), elle-même
activée par les récepteurs de l’oestrogène (Lazennec et colI., 2001) et de la GH
(Sirotkin et colI., 2002) par exemple. Ces hormones sont toutes présentes dans
le sérum foetal bovin, utilisé dans la culture des cellules BHK 570, ce qui pourrait
avoir pour effet d’activer d’avantage la transcription du gène du rGHRH-R sous le
contrôle du promoteur CMV et ainsi inhiber la traduction par la voie PKR et DAI,
dû à la forte concentration d’ARNm.
Afin d’éviter la phosphorylation du facteur de traduction eiF-2, deux
conditions de transfection et de culture cellulaire ont été évaluées. D’abord, les
cellules BHK 570 ont été co-transfectées avec pcDNA3.1-RPR18c et le vecteur
commercial, le pAdV®. Ce vecteur agit en produisant un ARNm, le VAl qui se lie
à la DAI et l’empêche de phosphoryler le facteur de traduction eiF-2 (Grokreutz
et colI., 1994; Kitajewski et colI., 1986; O’Malley et cou., 1986; Farreli et colI.,
1977). Le système de pAdV® a donc pour effet de favoriser la synthèse
protéique. Les résultats positifs obtenus en essai de liaison (liaison spécifique
de 62% et B/T de 11.2 %) supportent que la phosphorylation du facteur de
traduction eiF-2 par la DAI pourrait être une cause des résultats négatifs initiaux.
Étant donné qu’aucune autre condition d’expression n’a été modifiée en
parallèle, il a été possible de suggérer que la présence d’une grande
concentration d’ARNm causée par la transfection stable serait à l’origine de
l’inhibition de eiF-2. La deuxième condition évaluée consistait en une carence en
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sérum de 4 hs, imposée aux cellules BHK 570 transfectées de façon stable avec
pcDNA3.1-RPR18c, avant leur prélèvement pour l’essai de liaison. Cette
condition a permis de vérifier si les hormones contenues dans le sérum ajouté au
milieu de culture étaient impliquées dans l’inhibition de la traduction observée via
la PKR et la DAI. Le résultat positif en essai de liaison pour les cellules BHK 570
transfectées avec pcDNA3.1-RPR18c (liaison spécifique de 53% et BIT de 8.6%)
pour cette condition supporte également l’hypothèse initiale.
Émettant l’hypothèse que le promoteur CMV du plasmide d’expression
pcDNA3.1 est la cause de la concentration élevée d’ARNm du rGHRH-R dans
les cellules BHK 570 transfectées, un plasmide d’expression avec un promoteur
inductible, le Zem2l9b a été utilisé. L’expression du gène contenu dans ce
vecteur est inductible par le zinc et le cadmium (Palmiter et colI., 1994; Smirnova
et colI., 2000). Ce promoteur contient plusieurs éléments de réponse à des
métaux (MRE) pouvant être liés par le facteur de transcription MTF-1
(metallothionein factor-1). Cette protéine possède 6 doigts de zinc du type Cys2-
His2 et est exprimée dans les cellules BHK 570 utilisées (Vallee et colI., 1993).
Ce promoteur permettrait donc de contrôler la concentration d’ARNm via la
concentration en métaux dans le milieu. Les deux conditions étudiées
précédemment ont donc été combinées, avec l’utilisation de ce nouveau
plasmide, pour effectuer une transfection stable des cellules BHK 570 avec
Zem2l9b-RPR18c. Ces conditions d’expression se sont avérées adéquates
avec les résultats positifs en essai de liaison sans pAdV® (liaison spécifique de
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64 ± 1%, 1C50 de 2.00 ± 0.77 nM, Kd de 0.84 ± 0.59 nM, Bmax de 1.05 ± 0.51
pmol/mg de protéine et B/T de 11.7 ± 1.6%) et avec pAdV® (liaison spécifique
de 74 ± 4%, 1C53 de 2.79 ± 0.50 nM, Kd de 1.06 ± 0.11 nM, Bmax de 1.88 ± 0.14
pmol/mg de protéine et B/T de 17.3 ± 1.5%).
Les premières données en essai de Haison, déterminant que le mode
d’expression décrit de Zem2l9b-RPR18c dans les cellules BHK 570 permettait
d’obtenir un récepteur fonctionnel ont été supportées par des essais de liaison, à
l’aide d’un ligand fluorescent, le fluo-GHRH. Notons que l’internalisation d’un
récepteur membranaire peut être un indicateur de sa fonctionnalité, puisque
l’étape précédant ce phénomène est la liaison avec son ligand. L’internalisation
des récepteurs membranaires de façon agoniste-dépendante constitue l’un des
trois mécanismes connus de désensibilisation des récepteurs membranaires
(Anborgh et coll., 2000). Le découplage de récepteurs des protéines G
hétérotrimériques, par la palmitoylation de cystéines en C-terminal (Bouvier et
colI., 1988) et la régulation à la baisse du récepteur suite à une réduction de la
synthèse d’ARNm et de protéine, ainsi que la dégradation des récepteurs
existants par la voie lysosomale (Pak et coll., 1999) constituent les deux autres
mécanismes de désensibilisation. De façon générale, la désensibilisation de
récepteurs membranaires suite à une stimulation par un agoniste est une
propriété ubiquitaire des systèmes biologiques, qui prévient la surstimulation des
récepteurs et l’épuisement cellulaire.
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Ainsi, l’internalisation du rGHRH-R s’est révélée dépendante de la
température dans les cellules BHK 570 transfectées avec le rGHRH-R. Une
fluorescence diffuse à la membrane était présente lors d’une incubation à 4°C,
alors qu’une fluorescence de type granulaire et de plus forte intensité était visible
suite à une incubation à 37°C, réflétant une accumulation du Fluo-GHRH dans
certains compartiments intracellulaires. Cette internalisation atteint un maximum
après 60 min. d’incubation à 37°C, pour se stabiliser après 90 et 120 min. Ce
profil d’internaiisation du rGHRH-R est similaire à celui du récepteur du GHRH
étudié dans les cellules dispersées d’hypophyse antérieure de rat (Veyrat
Durebex et coll., 2003). La prédominance de la forme de 423 aa du GHRH-R
dans les cellules somatotropes (Millet et coll., 1999) est compatible avec le
présent résultat. De plus, l’inhibition de l’internalisation du rGHRH-R par la
fillipine et l’absence d’inhibition de l’intetnalisation par le sucrose suggère qu’elle
est liée à la voie des cavéoles (Veyrat-Durebex et coll., 2003). Ce processus
d’internalisation est également identique à celui du GHRH-R hypophysaire de rat
(Veyrat-Durebex et coll., 2003). Ainsi, les résultats indiquent que le récepteur
natif du rGHRH-R provenant de la transfection stable de l’ADNc RPR18c dans
les cellules BHK 570 est fonctionnel puisqu’il s’internalisation suite à son
activation par le GHRH en fonction du temps et de la température d’incubation,
et semble emprunter une voie spécifique d’intetnalisation.
Des études d’internalisation pour le récepteur du hGHRH-R transfecté
dans les cellules BHK 570 ont également été effectuées (Veyrat-Durebex et coll.,
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2003). Le patron d’internalisation de ce récepteur est aussi dépendant de la
température et du temps d’incubation (Veyrat-Durebex et colI., 2003). La
fluorescence est plus intense et en granules à 37°C, avec une internalisation
maximale entre 60 et 90 min. Par ailleurs, ces études ont démontré que
l’internalisation est dépendante de la voie des clathrines (Veyrat-Durebex et colI.,
2003), suggérant que le processus d’internalisation ligand-dépendant pourrait
être différent selon la structure primaire du récepteur. En effet, malgré le 82%
d’homologie entre les récepteurs du GHRH de rat et humain (Mayo et coli.,
1995), de nombreuses différences existent au niveau de l’extrémité C-terminale
intracellulaire. Notons entre autre une cystéine en position 405 du rGHRH-R
hypophysaire qui est absente chez l’humain (Mayo et colI., 1992 et 1995). Cette
cystéine dans le rGHRH-R pourrait être palmitoylée (Mayo et colI., 1996; Probst
et colI., 1992). La palmitoylation des cystéines est un phénomène retrouvé chez
plusieurs récepteurs de la famille des récepteurs couplés aux protéines G, tel
que les récepteurs f32-adrénergique (Moffett et colI., 1996) et Œ2-adrénergique
(Eason et colI., 1994), les récepteurs de la rhodopsine (Ovchinnikov et colI.,
1988), B de l’endothéline et B2 de la bradykinine (Godovac-Zimmermann et colI.,
1999), de l’hormone lutéinisante (LH) et de la gonadotropine chorionique
humaine (HCG) (Kawate et coll., 1994 ; Zhu et colI., 1995), V2 de la vasopressine
(Sadeghi et colI., 1997), D1 de la dopamine (Jin et coll., 1999), du récepteur
métabotropique 4 et 6 du glutamate (Alaluf et coll., 1995; Pickering et colI.,
1995) ainsi que celui de la thyrotropine (Tanaka et colI. 1998). Il a été proposé
que le groupement acyl ajouté lors de la palmitoylation permettrait la formation
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d’une quatrième boucle intracellulaire, par son insertion dans la membrane
cytoplasmique (Moench et colI., 1994). Cette boucle favoriserait entre autre le
couplage du récepteur aux protéines G (O’Dowd et colI., 1989; Okamoto et col!.,
1997), l’expression du récepteur (Sagedhi et colI., 1997; Van Koppen et colI.,
1991), la phosphorylation de sérines et de thréonines situés dans l’extrémité C-
terminale (Moffett et col!., 1993) ainsi que la désensibilisation/régulation à la
baisse induite par la liaison d’un agoniste (Tanaka et col!., 1998; Kawate et colI.,
1994; Zhu et col!., 1995; Eason et colI., 1994; Schûlein et colI., 1996; Moffett et
coll., 1996). Des évidences indiquent que ce mécanisme pourrait s’appliquer au
rGHRH-R hypophysaire. Tout d’abord, il a été démontré que la cérulenine, un
inhibiteur de la palmitoylation, inhibait l’internalisation du rGHRH-R dans les
cellules somatotropes, alors qu’elle n’avait pas d’effet dans les cellules BHK 570
transfectées avec Zem2l9b-hGHRH-R (Veyrat-Durebex et colI., 2003; Saermark
et colI., 1990). La cystéine entraînerait l’internalisation du récepteur de façon
agoniste-dépendante, en favorisant de façon séquentielle sa palmitoylation et la
formation de la quatrième boucle intracytoplasmique. Cette quatrième boucle
pourrait favoriser l’activation du processus d’endocytose par la voie des
cavéoles, mais le mécanisme précis demeure inconnu jusqu’à présent. La
présence d’une cystéine en position 405 dans la séquence du récepteur natif de
423 aa étudié dans les cellules BHK 570 (Mayo, 1992), l’abondance de son
ARNm dans les cellules somatotropes d’hypophyse de rat (Mayo, 1992) ainsi
que la ressemblance de son profil d’internalisation avec celui observé dans les
cellules somatotropes suggèreraient que son internalisation pourrait impliquer la
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palmitoylation de cette cystéine.
4.2. Étude pharmacologique du rGHRH-R natif
Ayant établi la fonctionnalité du rGHRH-R de 423 aa par deux approches
méthodologiques, soit des essais de liaison avec un radioligand et un
fluoroligand, des études de structure-affinité avec des analogues Ala- et D
monosubstitués du hGHRH(1-29)NH2 ont été entreprises avec le rGHRH-R natif
de 423 aa, exprimé dans les cellules BHK 570. Malgré le fait qu’il convient de
suggérer que parmis les conditions d’expression du récepteur natif, sa co
transfection avec pAdV® a été la meilleure solution, la condition d’expression
n’utilisant pas le vecteur pAdV® a été choisie pour les essais de liaison
subséquents afin d’éviter toutes interférences potentielles du vecteur pAdV®
dans les résultats sur le rGHRH-R. Ce choix s’est basé sur l’absence de
différences significatives entre les paramètres d’affinité tIC50 et FÇ) des deux
conditions d’expression de Zem2l 9b-RPR1 8c. De plus, l’absence d’effet
potentiateur de l’expression du GHRH-R par pAdV® après 5 à 10 passages
cellulaires appuie également cette décision. Des études de compétition avec le
hGHRH-R transfectés dans les cellules BHK 570 (manuscrit en préparation;
résumé publié) ainsi que dans des homogénats d’hypophyse antérieure de rat
(Lefrançois et colI., 1994), à l’aide de tous les analogues monosubstitués du
hGHRH(1-29)NH2 (où chacun des 29 aa ont été substitués par leur
stéréoisomère de forme D ou par une alanine) ont permis d’identifier les résidus
importants pour la liaison du ligand à ces récepteurs et/ou pour le maintien d’une
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conformation optimale du ligand, permettant une liaison à haute affinité à ces
récepteurs. Ces résidus cruciaux sont identifiés par le facteur DA de chaque
analogue, découlant des études de structure-affinité et défini par le rapport de
l’affinité (1C50) des analogues D-monosubstitués sur celui des analogues Ala
monosubstitués. Un facteur DA élevé (>25) implique que les résidus sont
critiques pour le maintien d’une conformation optimale du hGHRH(1-29)NH2 pour
une liaison à haute affinité au récepteur (Lefrançois et colI., 1994) alors qu’un
faible facteur DA (<0.3) indique que les résidus sont importants pour la liaison au
récepteur (Lefrançois et colI., 1994). En ce qui concerne le hGHRH-R
hypophysaire, la littérature rapporte que les résidus cruciaux du hGHRH(1-
29)NH2 pour la liaison du ligand au récepteur seraient Tyr1, Tyr10, Arg11, Lys12,
Leu14 et Leu17, que Val13 serait le seul résidu responsable du maintien de la
conformation optimale du ligand et que Asp3, Phe6, A1a19, Arg2° et Lys21
sembleraient être impliqués dans les deux fonctions (manuscrit en préparation;
résumé publié). Pour le rGHRH-R hypophysaire, il a été rapporté que les résidus
importants du hGHRH(1-29)NH2 pour la liaison du ligand au récepteur seraient
Tyr1, Asp3, Tyr10, Arg11, Lys12, Leu14, Leu17, Arg2° et Lys21, que les résidus
cruciaux pour le maintien de la conformation optimale du ligand serait Val13 et
A1a19, alors que Phe6 jouerait les deux râles (Lefrançois et coll., 1994). Tous les
analogues monosubstitués du hGHRH(1-29)NH2 aux positions cruciales pour la
liaison au hGHRH-R ainsi qu’au rGHRH-R, en plus des résidus Phe6, Val13 et
Ala19, ont été évalués dans le cours de cette étude avec le rGHRH-R de 423 aa,
permettant une comparaison avec la littérature. Les études de structure-affinité
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avec le rGHRH-R de 423 aa, transfecté dans les cellules BHK 570, a permis
d’identifier que les résidus Asp3, Tyr’°, Lys12, Leu’4 et Leu’7 seraient
impliqués dans la liaison du hGHRH(1-29)NH2 au récepteur natif, avec des
facteurs DA inférieurs à 0.3 (0.04 - 0.27), que les résidus Tyr’, Phe6, Arg2° et
Lys2’ pourraient être impliqués dans la liaison au récepteur avec des facteurs DA
entre 0.59 et 1.63 et que Val’3 et Ala’9 pourraient être impliqués dans les deux
rôles avec des facteurs DA entre 7.49 et 8.00.
De cette étude, il a été possible de suggérer que les profils de structure-
affinité du rGHRH-R hypophysaire et du rGHRH-R de 423 aa transfecté dans les
cellules BHK 570 sont identiques pour les résidus Tyr’, Asp3, Phe6, Tyr’°, Arg”,
Lys’2, Leu’4, Leu’7, Arg2° et Lys2’ mais partiellement différents pour les résidus
Val’3 et Ala’9. Par ailleurs, les profils de structure-affinité du hGHRH-R et du
rGHRH-R de 423 aa transfecté dans les cellules BHK 570 sont identiques pour
les résidus Tyr’, Tyr’°, Arg”, Lys’2, Leu’4, Leu’7 et AIs’9, mais partiellement
différents pour les résidus Asp3, Phe6, Val’3, Arg2° et Lys21.
Les différences entre les profils pharmacologiques du rGHRH-R
hypophysaire (Lefrançois et coll., 1994) et du rGHRH-R de 423 aa transfecté
dans les cellules BHK 570 pourraient être reliées à la multiplicité des formes du
GHRH-R présentes dans les cellules somatotropes de rat. Cette multiplicité
pourrait engendrer certaines modifications des profils pharmacologiques des
formes étudiées individuellement. En effet, trois formes du GHRH-R (la forme
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Tableau 6 : Comparaison des résidus du hGHRH(1-29)NH2 impliqués dans la
liaison (pharmacophores de liaison) et/ou dans le maintien d’une conformation
optimale du hGHRH(1-29)NH2 dans le but d’une liaison à haute affinité (structure
du ligand) aux hGHRH-R, au rGHRH-R de l’hypophyse antérieure et au rGHRH
R de 423 aa transfecté dans les cellules BHK 570.
hGHRK-R rGHRH-R rGHRH-R
cellules BHK570 hypophyse anterieure cellules BHK 570de rat
Liaison Structure Liaïson Structure Lïaîson Structure
Tyr1 X X X
Asp3 X X X X
Phe6 X X X X X
Tyr1° X X X
Arg11 X X X
Lys12 X X X
Val13 X X X X
Leu’4 X X X
Leu17 X X X
Ala19 X X X X X
Arg2° X X X X
Lys21 X X X X
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native de 423 aa avec ses deux isoformes de 464 et de 480 aa) ont été
identifiées dans l’hypophyse de rat avec une prédominance de la forme courte
de 423 aa (Mayo, 1992; Zeitler et coll., 1998). Les évidences actuelles
suggèrent que les deux isoformes du rGHRH-R ont une fonctionnalité
(accumulation d’AMPc) différente de la forme native de 423 aa : l’isoforme de
464 aa n’induisant pas d’accumulation d’AMPc (Miller et colI., 1999) alors que
celle de 480 aa induirait une accumulation d’AMPc supérieure de 71% à celle
induite par la forme native (Zeitier et colI., 1998). Cette divergence d’activité
biologique a également été observée avec d’autres récepteurs couplés aux
protéines G. Mentionnons les deux isoformes du récepteur D2 dopaminergique,
générées par épissage alternatif et dont la structure diffère par une insertion de
29 aa dans la troisième boucle intracytoplasmique (Giros et col!. 1989;
Montmayeur et colI. 1993), qui interagiraient avec différentes protéines G
(Montmayeur et colI. 1993). Il en est de même pour les cinq isoformes du
récepteur PACAP, possédant toutes des insertions dans la troisième boucle
intracytoplasmique (Spengler et colI. 1993) qui seraient fonctionnellement
différentes par leur couplage, soit avec l’adénylate cyclase ou la phospholipase
C (Spengler et colI. 1993). Ces divergences d’activité entre les isoformes et leur
forme native suggèrent des structures tridimensionnelles différentes au niveau
des domaines intracytoplasmiques, pouvant se répercuter sur les domaines de
liaison de leur ligand respectif. Le cas de l’isoforme de porc du GHRH-R appuie
cette hypothèse. Cette isoforme, possédant une modification de ses 5 derniers
aa avec un ajout de 28 aa dans le domaine C-terminal intracytoplasmique, lierait
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avec une affinité beaucoup moins élevée le GHRH comparativement à la forme
native, lorsqu’il était transfecté seul (Hassan et coll., 2001).
Cette multiplicité fonctionnelle peut être illustrée par les diminutions
d’affinité du GHRH-R observés dans l’hypophyse au cours du vieillissement chez
le rat. D’abord, une diminution de la sensibilité des cellules somatotropes au
GHRH chez les rongeurs (Ceda et colI., 1986; Deslauriers et colI., 1991
Sonntag et cou., 1980 Takahashi et coll., 198f) et les humains (Finkelstein et
colI., 1972; Ho et colI., 198f; Lang et coll., 198f; Corpas et colI., 1993; Rudman
et colI., 1985) a été rapporté au cours du vieillissement. En effet, une diminution
de la réponse hypophysaire en GH induite par le GHRH est remarquée chez les
rats de 12 mois ainsi qu’in vitro dans les cellules hypophysaires de rats de 12 et
20 mois, alors que la réponse est absente in vivo chez les rats de 20 mois
(Deslauriers et colI., 1991). Comme la machinerie intracellulaire impliquée dans
la sécrétion de la GH n’est pas altérée avec l’âge dans les cellules somatotropes
de rat, il a été postulé que la diminution de sécrétion de GH résulte d’une
incapacité à stimuler efficacement les cellules somatotropes plutôt que d’un
défaut au niveau des mécanismes de sécrétion de cette hormone (Walker et
colI., 1991). Cette incapacité impliquerait le mécanisme d’activation du GHRH-R
et non celui de la sécrétion de GH (Ceda et colI. 1986). Des évidences ont
démontré une augmentation transitoire du nombre de sites de liaison à basse
affinité du GHRH-R chez les rats de 14 mois, en plus d’une disparition des sites
à haute affinité chez les rats de 18 mois, comparativement aux rats de 2 mois
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(Gaudreau et cou. 1999, Abribat et ccli. 1991). Le changement des
caractéristiques fonctionnelle du GHRH-R pourrait représenter l’une des
premières causes menant à la diminution de la production d’AMPc induite par le
GHRH chez les rats âgés, impliquant possibiement une modification des ratios
d’isoformes (Lefrançois et cou., 1995). Ainsi, de part leur multiplicité
fonctionnelle, les formes du rGHRH-R pourraient donner un patron global lorsque
toutes présentes à la membrane.
Cette multiplicité de formes du rGHRH-R à la membrane des cellules
somatotropes suggère également la possibilité d’homo ou d’hétérodimérisation.
Des évidences rapportées pour d’autres récepteurs de la sous-famille Blil des
récepteurs couplés aux protéines G, à savoir ceux de la sécrétine (Ding, Cheng
et ccli. 2002; Ding, Kuntz et cou. 2002) et du GHRH humain (Motomura et ccli.
1998) indiquent que, dans certaines situations physiopathologiques, l’affinité
et/ou la réponse biologique d’une forme native d’un récepteur est modifiée
lorsqu’elle est mise en présence d’un ou plusieurs de ses isoformes. Pour le
récepteur de la sécrétine, aucune réponse biologique n’a été détectée à des
concentrations élevées de sécrétine lorsque son isoforme, comportant un
troncage du troisième exon, était transfecté seul ou co-transfecté avec le
récepteur natif (Ding, Cheng et cdl. 2002; Ding, Kuntz et coil. 2002). Ding,
Cheng et ccii. (2002) ont de plus démontré, par la technique de Bioluminescence
resonance energy transfer (BRET), que i’isoforme du récepteur de la sécrétine
pouvait former un hétérodimère avec le récepteur natif et supprimer toute action
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de la sécrétine sur celui-ci. Concernant le récepteur hypophysaire du GHRH
humain, une cotransfection du récepteur natif avec son isoforme de 4 Kb diminue
de près de 60% le taux d’accumulation d’AMPc engendré par l’activation du
récepteur natif (Motomura et cou. 1998). Ce phénomène de dominance négative
semblerait, dans les deux cas, favorisé par la dimérisation de l’isoforme avec le
récepteur natif fonctionnel qui est un phénomène répandu chez les récepteurs
couplés aux protéines G, modifiant leur structure tridimensionnelle (Gouldson et
colI., 2000; Salahpour et colI., 2000; Hébert et colI., 1998). Ainsi, sur la base des
résultats de structure-affinité obtenus pour le rGHRH-R hypophysaire (Lefrançois
et coll., 1994) comparativement à ceux obtenus pour le récepteur de 423 aa
transfecté dans les cellules BHK 570, sur le phénomène d’hétérodimérisation
des récepteurs de la sous-famille Blil et sur les divergences de fonctionnalité
entre récepteurs natifs et isoformes, il est possible de suggérer que la multiplicité
des formes du GHRH-R dans les cellules somatotropes pourrait participer aux
différences de profil observées.
Les différences pharmacologiques observées entre le hGHRH-R et le
rGHRH-R natif de 423 aa pourraient être expliquées pat les divergences entre
les séquences en aa des deux récepteurs. De façon générale, plusieurs études
faites en mutant des aa présumément importants pour la liaison avec le ligand,
ou en construisant des récepteurs chimériques à l’aide de domaines provenant
de récepteurs apparentés ont permis de cibler des domaines responsables de ce
contact avec le ligand dans plusieurs familles de récepteurs. Momamy et coil.
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(1996) ont identifié que, pour le hGHRH-R, les résidus 26 à 40, situés dans la
région N-terminale extracellulaire, formeraient une hélice c qui interagirait avec
une seconde hélice Œ, formée par les résidus 13 à 23 du GHRH. Trois aa sur
quatorze (Leu26, Asp36 et Leu39 pour le rGHRH-R de 423 aa; Pro26, Glu36 et Ser39
pour le hGHRH-R) sont différents entre les récepteurs hGHRH-R et rGHRH-R de
423 aa dans leur portion 26-40 de l’extrémité N-terminale (Mayo, 1992). De plus,
les boucles extracellulaires, ainsi que les domaines transmembranaires, sont
également importants pour le contact avec le ligand (Holtmann, Ganguli et colI.,
1996; Hashimoto et coll., 1997, DeAlmeida et coll., 1998). DeAlmeida et colI.
(1998) ont émis l’hypothèse que la portion N-terminale du GHRH-R humain
établit un premier contact avec le ligand, alors que les boucles extracellulaires et
les domaines transmembranaires seraient impliqués dans des interactions
subséquentes, déterminant la spécificité du récepteur pour son ligand. En
examinant les différences de chacun des domaines du hGHRH-R et du rGHRH
R, il en ressort que l’extrémité N-terminale (72%), le deuxième domaine
transmembranaire (80%) et la première boucle extracellulaire (73%) ont les plus
faibles taux d’homologie (Mayo 1992). Le premier (87%), quatrième (91%) et
septième (91%) domaine transmembranaire ainsi que la deuxième (88%) et
troisième (91%) boucle extracellulaire possèdent pour leur part des niveaux
d’homologie plus élevés (Mayo, 1992). Afin d’illustrer l’importance de chaque
domaine ou aa dans la structure tridimensionnelle d’un récepteur, DeAlmeida et
colI. (1998) ont rapporté que le troncage (à partir de l’aa 156, début de la
première boucle intracytoplasmique) ou le remplacement de l’extrémité C-
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terminale du GHRH-R pat celle d’un récepteur de la sous-famille Blil (VIP et
sécrétine) empêche le contact avec le ligand. Notons que 79% d’homologie
existe entre les domaines C-terminaux du GHRH-R humain et de rat (Mayo,
1992). De plus, Momany et cou. (1996) ont démontré qu’un troncage de la
première boucle intracytoplasmique chez les récepteurs de la sous-famille B-III
empêchait une liaison à haute affinité du ligand au récepteur (Momamy et colI.,
1996). Aucune différence en aa n’est cependant présente entre le hGHRH-R et
le rGHRH-R dans cette boucle intracytoplasmique. Enfin, mentionnons que des
aa spécifiques tel que les cystéines dans l’extrémité N-terminale formant des
ponts disulfures (Laburthe et colI., 1996), l’acide aspartique en position 196 du
récepteur du VIP (Du et coll., 1997) et la lysine en position 173 du récepteur de
la sécrétine (Vilardaga et colI., 1996), dans la première boucle extracellulaire,
permettent le maintien d’une structure tridimensionnelle favorable au contact du
ligand. Toutes ces observations permettent de postuler que les différences
observées entre les profils pharmacologiques du hGHRH-R et de rGHRH-R de
423 aa pourraient impliquer les divergences notés au niveau des structures
tridimensionnelles.
4.4 Conditions d’expression des isoformes du GHRH-R de rat
Afin de valider l’hypothèse initiale, à savoir que les isoformes pourraient
présenter un profil pharmacologique différent de celui de la forme native du
rGHRH-R, les conditions d’expression des deux isoformes du rGHRH-R ont
d’abord été mises au point. Les résultats préliminaires obtenus avec les
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conditions d’expression préétablies pour la forme native de 423 aa, n’ont pas
permis d’obtenir des paramètres de liaison comparables avec les ADNc RPR2c
ou GHRH-Rf3 transfectées dans les cellules BHK 570. Des conditions
alternatives ont alors été étudiées, soit un essai de liaison sur homogénat de
cellules BHK5Z0 ayant subi une carence en sérum de 4h, avant leur prélèvement
et un essai de liaison sur homogénat de cellules BHK ayant subi une incubation
de 24 h dans un milieu DMEM, contenant 201M de Zn2 en plus d’une carence
en sérum de 4h avant leur prélèvement. L’utilisation de ces conditions
d’expression était basée sur le fait que les isoformes du rGHRH-R pourraient
être plus instables lorsque transfectées individuellement ou alors que le niveau
d’expression des isoformes pourrait ne pas être aussi optimal que pour la forme
native de 423 aa. L’utilisation d’homogénat de cellules BHK 570 transfectées
avec chaque isoforme individuellement, au lieu de préparation membranaire, lors
des essais de liaison et d’une concentration plus élevée de Zn2 dans le milieux
de culture (20 tM au lieu de 3.8 tM) ont permis d’obtenir des taux de liaison
spécifique de 45 et 51% pour RPR2c et de 47 et 33% pour GHRH-R13,
respectivement. Considérant que les conditions d’expression étudiées pour les
isoformes ne permettent pas une expression optimale de récepteurs fonctionnels
tel que pour la forme native de 423 aa, des stratégies de poursuite de l’étude
impliquant les optimisations de la concentration de Zn2 dans le milieu de culture,
du temps d’incubation des cellules BHK 570 transfectées dans ce même milieu,
ainsi que des conditions favorisant une meilleure stabilité des récepteurs (essai
de liaison sur cellules entières par exemple) devront être envisagées.
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Sachant que le GHRH possède de multiples effets sur l’hypophyse, entre
autre sur la synthèse et la sécrétion de la GH (Kovacs et ccli., 2002), sut la
prolifération des cellules somatotropes par un mécanisme AMPc-dépendant
et/ou par la voie des MAPK (Mayo et cdl., 1988; Struthers et colI., 1991; Lin et
cdl., 1993; Lin et colI., 1992; Zeitler et colI., 2000; Pombo et coll., 2000; Lee et
cdl., 2001), sur l’expression du gène c-fos (Billestrup et colI., 1987), et sur la
différenciation des cellules somatotrophes au cours du développement
embryonnaire chez les mammifères (Dean et cdl., 1999), il est possible de
suggérer que les formes du GHRH-R pourraient fournir l’infrastructure à
plusieurs voies de signalisation intracellulaire en réponse au GHRH. Les
différences de fonctionnalité entre des isoformes du GHRH-R de rat par rapport
à la forme native (Miller et cdl., 1999; Zeitler et cdl., 1998) appuient ce fait.
D’abord, des études ont montré l’importance de la troisième boucle
intracytoplasmique dans l’activation des protéines G, dans la spécificité du ligand
ainsi que dans l’internalisation du récepteur suite à son activation (Stefan et cdl.,
1994). De plus, certaines mutations dans cette boucle engendrent une activation
constitutive des récepteurs Œlb-adrénergique (Allen et cdl., 1991) et
thyrotropique (Parma et cdl., 1993) ou au contraire, une malfonction des
récepteurs corticotropique (ACTH) (Tsigos et colI., 1993) et V2 de la
vasopressine (van der Ouweland et cdl., 1992; Merendino et cdl., 1993;
Rosenthal et ccli., 1992). Ces données supportent l’intérêt d’une étude de
l’activité biologique de l’isoforme RPR2c, comportant une insertion de 41 aa dans
cette boucle. Enfin, Zeitler et coll. (1998) ont identifié la présence d’une sérine et
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d’une thréonine supplémentaire dans l’extrémité C-terminale de l’isoforme
GHRH-R3. Pour les récepteurs du GHRH (Mayo et colI., 1996, Probst et colI.,
1992) et de la sécrétine (Ozcelebi et colI., 1995), membres de la sous-famille B
III, il est connu que ces résidus sont des sites potentiels de phosphorylation.
Holtmann et colI. (1996) ont également montré que cette phosphorylation de
sérines et de thréonines favorisait la complète désensibilisation, de façon
agoniste-dépendante, du récepteur natif de la sécrétine. L’extrémité C-terminale
est également susceptible de participer aux réactions intracellulaires suite a
l’activation du récepteur (Ferguson et colI., 2001), en plus de favoriser la liaison
du ligand (DeAlmeida et colI., 1998). Ainsi la modification de la portion C-
terminale dans l’isoforme GHRH-Rf3 pourrait engendrer un changement de
l’activité biologique observée chez le récepteur natif. De plus, la présence
simultanée des trois formes du GHRH-R à la membrane cytoplasmique des
cellules somatotrophes pourrait suggérer une modulation de leur sensibilité au
GHRH via un mécanisme d’homo et d’hétérodimérisation. Par conséquent, les
différentes formes du GHRH-R pourraient être couplées à des voies de
signalisation dissemblables, médiant différentes actions du GHRH.
5. CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
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Cette étude a permis de mettre au point un système d’expression stable
de la forme native du rGHRH-R et d’élaborer des stratégies d’expression de ses
deux isoformes. Les conditions d’expression de la forme native consistent en un
système d’expression inductible par le zinc, le Zem2l9b, dans la lignée
eucaryotique BHK 570 transfectée de façon stable, avec une incubation
préalable des cellules de 4h sans sérum, avant leur prélèvement pour l’essai de
liaison. Ces conditions d’expression ont été validées en essai de liaison à l’aide
du [1251-Tyr10JhGHRH(1 44)NH2 (FÇ, Bmax) et du [NŒ5carboxyfluoresceinylD
Ala2, Ala8, Ala15, Ly522JhGHRH(1-29)NH2. L’utilisation de ce dernier ligand
fluorescent a permis de déterminer la cinétique d’internalisation du récepteur
natif, et de proposer une voie d’internalisation pour celui-ci, qui sont similaires à
celles du rGHRH-R hypophysaire. La fonctionnalité du rGHRH-R natif étant
établie, une étude de structure-affinité avec des analogues Ala- et D
monosubstitués du hGHRH(1-29)NH2 a ensuite permis d’identifier son profil
pharmacologique. Ainsi, les résidus Tyr1, Asp3, Phe6, Tyr10, Arg11, Lys12, Leu14,
Leu17, Arg2° et Lys21 se sont révélés impliqués dans la liaison du hGHRH(1-
29)NH2 au récepteur natif alors que les résidus Val13 et A1a19 seraient impliqués
dans la liaison et dans le maintien d’une conformation optimale du hGHRH(1-
29)NH2 permettant une liaison à haute affinité au rGHRH-R natif. Ces études de
structure-affinité auront pour objectif à long terme d’évaluer les modifications
moléculaires nécessaires à augmenter l’affinité du récepteur pour le GHRH et en
dernier lieu, la conception d’agonistes ou d’antagonistes du GHRH.
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L’expression des isoformes du rGHRH-R (RPR2c et GHRH-Rf3) avec les
conditions d’expression utilisées pour la forme native n’ont toutefois pas permis
d’obtenir des paramètres d’affinité aussi élevés qu’avec le rGHRH-R natif. Les
stratégies exploitées pour l’optimisation de leur expression ont impliqué
l’utilisation d’une concentration plus élevée de zinc (20 jiM au lieu de 3.8 iM)
pour la culture cellulaire, augmentant le taux de transcription des isoformes et
l’utilisation d’homogénat, au lieu de préparations membranaires, pour les essais
de liaison. Cette dernière a semblé plus efficace, dans l’obtention de paramètres
d’affinité élevée, que l’augmentation de la concentration de zinc. Les étapes
subséquentes consisteront à optimiser ainsi qu’à valider les conditions
d’expression des isoformes.
Les conditions d’expression des isoformes mises au point, les objectifs à
court terme de l’étude seront de les valider en essai de liaison à l’aide du ligand
[1251-Tyr10JhGHRH(1-44)NH2 en plus d’établir leur profil pharmacologique tel que
décrit pour la forme native de 423 aa, suggérant qu’ils pourraient être différents
entre eux. Cette hypothèse est basée sur le fait que les domaines spécifiques
des isoformes du rGHRH-R ne se retrouvent pas dans la forme native de 423 aa,
à savoir l’insertion de 41 aa dans la troisième boucle intracytoplasmique de
l’isoforme RPR2c et les modifications en C-terminal de l’isoforme GHRH-Rf3.
Ces domaines pourraient donc jouer un rôle important dans l’affinité du ligand
pour les isoformes, par rapport à la forme native de 423 aa, en modifiant la
structure tridimensionnelle du récepteur.
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Subséquemment, l’activité biologique du récepteur natif de 423 aa ainsi
que de ses isoformes, par la mesure de la production d’AMPc intracellulaire sera
étudiée. Notons qu’il a été démontré que dans l’hypophyse, la voie principale de
signalisation intracellulaire du GHRH-R impliquait la stimulation de l’adénylate
cyclase (Mayo et colI., 1992; Gaylinn et colI., 1993).
Par ailleurs, les résultats préliminaires obtenus en essai de liaison pour les
isoformes du rGHRH-R dans la présente étude pourraient suggérer une
contribution dans l’hypophyse comme inhibiteur de l’activité biologique médiée
par l’activation du récepteur natif de 423 aa. Rappelons que ce phénomène a
été décrit pour les isoformes de la sécrétine et du hGHRH-R (Ding, Cheng et
coIl., 2002; Ding, Kuntz et colI., 2002; Motomura et coll., 1998). Ainsi, un objectif
à long terme de poursuite de cette étude sera la co-transfection de plusieurs
formes du rGHRH-R dans les cellules BHK 570. L’analyse du profil de structure-
affinité et de structure-activité de ces systèmes répondra à la question de
recherche élaborée ci-haut, à savoir que les différences observées entre les
profils pharmacologiques du rGHRH-R hypophysaire et du rGHRH-R de 423 aa
seraient reliées à la multiplicité des formes du récepteur à la membrane des
cellules somatotropes. De plus, de telles études permettraient de définir le rôle
physiologique des isoformes du GHRH-R. Enfin, les études de structure-affinité
sur la forme native du rGHRH-R et, à moyen terme sur les isoformes permettront
d’élaborer des agonistes et/ou agonistes ciblant une ou plusieurs formes du
GHRH-R, selon l’implication de ceux-ci dans les situations où la réponse au
GHRH est modifiée.
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